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0. RESUMEN 
El pino marítimo (Pinus pinaster) es una especie de gran importancia económica y ecológica en 
el área circumediterranea, donde existen en la actualidad diversos programas de mejora 
genética de esta especie. Es una especie de crecimiento rápido en la que la etapa juvenil 
constituye una fase esencial para el éxito de establecimiento. En estudios previos de campo en 
parcelas del plan de mejora de P. pinaster en Galicia se ha observado variación genética en la 
resistencia a Hylobius abietis, un curculiónido que causa extensas mortalidades en juveniles de 
ésta y otras especies de coníferas de toda Europa. Además, se observó que este insecto prefirió 
claramente a las plantas fertilizadas, especialmente con fósforo (P). Estos resultados abrieron la 
puerta al estudio de los patrones de influencia de la disponibilidad de P, principal nutriente 
limitante en el área de estudio, sobre las estrategias defensivas constitutivas e inducidas, y sus 
costes asociados, dentro de la población Galicia costa. Tal y como proponen diversas teorías 
ecológicas, un incremento en la disponibilidad de recursos para la planta podría llevar asociado 
una disminución en la inversión en defensas, pero no se sabe cual sería la contribución relativa 
de defensas constitutivas  e inducidas a la resistencia global. 
En diversos estudios de campo e invernadero, se ha estudiado el efecto de la disponibilidad de 
nutrientes y la variación genética en la resistencia y tolerancia constitutiva e inducida en juveniles 
de P. pinaster. Asimismo, se ha puesto a punto por primera vez el empleo de metil jasmonato 
(MJ) una fitohormona involucrada en la señalización de las respuestas defensivas, como inductor 
químico experimental en esta especie. 
En un estudio observacional de campo en un ensayo familia x fertilización, se ha encontrado que 
la fertilización de establecimiento disminuyó significativamente la densidad de canales resiníferos 
en el floema, reduciendo de esta forma la capacidad defensiva de las plantas. Además, las 
plantas atacadas presentaron una concentración de nutrientes en los distintos tejidos de la planta 
(acículas y floema) que no fue acorde a la disponibilidad de nutrientes en el suelo.  
En el estudio de la puesta a punto del MJ se observó que la aplicación de esta fitohormona 
indujo respuestas defensivas similares a las generadas por la herbivoría real, y que, además, 
estas respuestas fueron efectivas frente a H. abietis tanto en un  bioensayo in vitro en el 
laboratorio como en un bioensayo in vivo en el invernadero. 
En un estudio a gran escala en invernadero se observó que la inversión constitutiva en defensas 
cuantitativas (resina en el tallo y compuestos fenólicos en las acículas) fue significativamente 
mayor en los pinos que crecieron en un ambiente limitado de P, pero la concentración de 
terpenos foliares no se vio afectada por este factor. Además, la disponibilidad de P redujo 
Resumen 
 10
severamente la capacidad de inducción de compuestos fenólicos, que tan solo fue significativa 
bajo limitación de P. La disponibilidad de P en el suelo también afectó a los costes vegetativos 
de las defensas constitutivas e inducidas. Bajo condiciones limitantes de P, el crecimiento fue 
menor en las familias que mostraron las mayores concentraciones de resina constitutiva y, 
además, la tasa de crecimiento se redujo en aquellas familias de pino en las que la inducción de 
compuestos fenólicos fue mayor. 
Por otro lado,  se observó una gran variación genética tanto en los niveles constitutivos de todos 
los mecanismos de defensa estudiados, con altas heredabilidades en los terpenos foliares, como 
en la inducibilidad de la concentración de resina en los tallos después de aplicar el MJ 
(interacción familia x inducción con MJ significativa). 
Por último, las respuestas inducidas por la aplicación de MJ provocaron en sólo quince días 
alteraciones significativas en la distribución de nutrientes y carbono entre los diferentes tejidos de 
la planta (acículas, braquiblastos, tallos y raíces finas y gruesas). El MJ incrementó la 
concentración de fósforo y nitrógeno en los tallos y redujo la concentración de P en sus raíces 
con una fuerte dependencia de la disponibilidad de P en el suelo y del genotipo de la planta. La 
aplicación de MJ redujo la biomasa de braquiblastos, tallos y raíces gruesas e incrementó la 
biomasa de raíces finas, pero esta respuesta inducida no estuvo determinada ni por la 
disponibilidad de P ni por el genotipo. Este es el primer trabajo que describe respuestas de 
tolerancia inducida a corto plazo en coníferas juveniles. 
Con este trabajo se demuestra que, al menos en las primeras etapas de esta especie forestal, la 
disponibilidad de P tiene efectos muy relevantes tanto en la inversión en defensas constitutivas e 
inducidas como en los costes vegetativos asociados a la producción de esas defensas. Debido a 
que la disponibilidad de P es un factor principal en la productividad de los pinos en la población 
estudiada y que varía espacialmente a través del área de distribución de esta especie se puede 
considerar dicha disponibilidad de P como un factor primario en la evolución de la resistencia y la 
tolerancia del pino a la herbivoría y un factor potencial para el mantenimiento de la variación 
genética en los mecanismos de resistencia y tolerancia. 
Palabras clave: bioensayos, biomasa, canales resiníferos, compromisos, compuestos fenólicos, 
defensas constitutivas, defensas inducidas, disponibilidad de fósforo, Hylobius abietis, mejora 
genética, metil jasmonato, mortalidad juvenil, Pinus pinaster, resina, resistencia, tolerancia, 
variación genética 
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0. SUMMARY 
Maritime pine (Pinus pinaster) is a species of vital importance to the economy and ecology of 
Mediterranean and Atlantic forests. In the last decades, several breeding programs for maritime 
pine in Iberian Peninsula were started looking forward to improve growth, stem form and 
branching characteristics. Previous field studies in progeny x fertilization trials of the Galician 
breeding program reported an important genetic variation in the resistance to the phloem-feeder 
Hylobius abietis which causes large juvenile mortality in several conifer species in Europe. 
Moreover, this insect fairly preferred fertilized pines, especially with calcium phosphate, regarding 
unfertilized plants. These results gave us the opportunity to test how fertilization with phosphorus 
(P, the limiting nutrient in Galician forest soils) and genotype affect the constitutive and induced 
mechanisms of defence, and fitness costs associated to their production. According to several 
ecological theories, increases in resource availability for plants could decrease the resource 
allocation to defences, but no information is available about the relative contribution of 
constitutive and induced defences to the overall resistance of juvenile pine trees. 
In the present thesis, we studied the effect of nutrient availability and genetic variation on 
constitutive and induced resistance and tolerance of P. Pinaster juveniles in several field and 
greenhouse experiments. Additional experiments were performed for fine tunning the use of 
methyl jasmonate (MJ) in P. pinaster plants. 
Fertilization significantly decreased resin canal density in the phloem of juvenile pines in a 
progeny x fertilization trial attacked by H. abietis, reducing thus defensive capacity of plants. 
Moreover, nutrient concentrations in the pine tissues (phloem and needles) did not follow the 
manipulated nutrient availability in soils. 
Exogenous application of MJ was found to increase the concentration of chemical defences (resin 
and phenolics) of juvenile pine trees similarly to those promoted by real insect herbivory in 
greenhouse experiments. MJ induced defences provided effective ressitance against H. abietis 
both in vivo and in vitro bioassays. 
Soil P availability had large and relevant effects on both the allocation to constitutive and induced 
defences and on the expression of vegetative fitness costs associated with those chemical 
defences in a greenhouse experiment. Constitutive investment resin in the stem and phenolic 
compounds in the needles was greater under P-limited conditions. However, concentration of 
foliar terpenes was unaffected by P fertilization. Phosphorus availability constrained the 
inducibility of foliar phenolic compounds, which was significantly greater under P-deficient 
conditions. Negative family relationships (trade-offs) between growth and defensive traits were 
observed, but these vegetative costs of chemical defences emerged only under P-impoverished 
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conditions. Vegetative costs of constitutive defences were detected for stem diterpenes but not 
for needle phenolics. Costs of induced defences showed the opposite pattern, i.e., costs for 
increasing leaf phenolics but not stem diterpenes. 
Anyway, all defensive traits showed significant genetic variation in the constitutive mode (with 
high narrow sense heritabilities for foliar terpenes). It was also observed genetic variation in the 
inducibility of stem resin concentration as revealed the significant familiy x MJ treatment 
interaction. 
Induced responses promoted by exogenous application of MJ included significant alterations in 
nutrient and biomass allocation between different plant tissues (needles, braquiblasts, shoots and 
fine and coarse roots). The application of MJ increased the nutrient concentration in the shoots 
maintaining or reducing those in the roots. This response was subjected to strong genetic 
variation and environmental modulation (P availability). The application of MJ enhanced the 
growth of the fine root system, but reduced the biomass of braquiblasts, shoots and coarse roots. 
Moreover, MJ induced pines prioritized the production of fine roots biomass independently of their 
nutrient availability and genotype. This is the first work reporting short-term induced tolerance in 
conifer juveniles.  
Results of this study show that, at least in the early stages of this pioneer pine species, P 
availability has large and relevant effects on induced resistance (the allocation of resin and 
phenolic compounds), induced tolerance (the allocation of C, N and P among plant tissues) and 
on the expression of costs in terms of vegetative fitness associated with those defensive induced 
responses. Because P availability is a main factor determining pine productivity in the population 
studied and P availability varies spatially across the distribution area of the species, P availability 
appears to be a primary source of phenotypic variation of traits of pine resistance and tolerance 
to herbivores and a potential factor in maintaining genetic variation in pine resistance and 
tolerance. 
 
Keywords: bioassays, biomass allocation, constitutive defences, genetic improvement, genetic 
variation, Hylobius abietis, induced defences, juvenile mortality, methyl jasmonate, phenolic 
compounds, phosphorus availability, Pinus pinaster, resin, resin canals, resistance, tolerance, 
trade-off 
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1.1. Las coníferas  
Las coníferas son un grupo de plantas superiores que engloba a los árboles y arbustos 
más antiguos del planeta. Aparecieron sobre la tierra hace unos 300 millones de años en 
el periodo Carbonífero y hoy en día existen aproximadamente 615 especies diferentes 
de coníferas (Farjon, 2010). Las coníferas se clasifican dentro de la clase 
Gymnospermae y del orden Coniferales (Figura 1.1). Su principal característica es que 
portan estructuras reproductivas llamadas conos y que, en su mayoría, son especies 
monoicas, es decir, presentan estructuras reproductivas de ambos sexos en el mismo 
árbol. Los conos femeninos están formados por escamas dispuestas alrededor de un eje 
y contienen sobre las escamas exteriores una o varias escamas portadoras de óvulos que 
tras la fecundación se transforman en semillas. El polen se encuentra en los conos 
masculinos que nacen al final de las ramas jóvenes del año, generalmente en invierno y 
maduran durante los meses de primavera. Cada cono masculino contiene grandes 
cantidades de polen y la polinización es anemógama. Por regla general son plantas de 
hoja perenne con forma de aguja o escama (Farjon, 2010).  
 
 
 
 
 
Figura 1.1. Filogenía del orden Coniferales, mostrando las familias que contiene dicho 
Orden (Page, 1990; Price, 1995). Fuente: Tree of Life Web Proyect, 
http://tolweb.org/Conifers/20634. 
 
Su distribución es muy amplia, apareciendo comúnmente en las regiones 
templadas, alpinas y sub-árticas del planeta (Eckenwalder, 1949; Farjon, 2010). Tienen 
una gran importancia desde el punto de vista ecológico ya que son la especie principal 
de diversos ecosistemas conformando la estructura necesaria para albergar otras  
especies vegetales y animales, como aves, pequeños y medianos mamíferos y un gran 
 
CONIFERALES
Taxaceae
Cupressaceae
Cephalotaxaceae
Sciadopityaceae
Podocarpaceae
Araucariaceae
Pinaceae
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número de insectos y hongos (Farjon, 2010). Además, los bosques de coníferas juegan 
un importante papel en los ciclos generales de a la biosfera, pues acumulan nitrógeno y 
carbono, amortiguan la variación climática por la humedad ambiental contenida en el 
bosque, y conservan el suelo por el control de la erosión (Farjon, 2010). Los bosques de 
coníferas también juegan un importante papel económico en la sociedad moderna, ya 
que su madera tiene múltiples utilidades y genera un importante mercado industrial. Son 
plantas comúnmente empleadas en la industria maderera para fabricar muebles, para 
elementos de construcción o artículos varios de madera y para la producción de pasta de 
papel. También producen una serie de compuestos y principios activos de importante 
aplicación en las industrias química y farmacéutica. 
 
1.2. Mecanismos de defensa contra la herbivoría en coníferas 
1.2.1 Resistencia y tolerancia 
La mayor parte de las especies de coníferas son árboles de gran tamaño y longevidad y 
por ello han sido y son objetivos potenciales para una gran variedad de herbívoros, 
fundamentalmente insectos (Schulman, 1954). Durante millones de años de co-
evolución con los insectos las coníferas han desarrollado unos potentes y elaborados 
mecanismos de defensa muy eficaces contra el ataque de insectos y patógenos 
(Schulman, 1954). Estos mecanismos de defensa reducen el efecto negativo que los 
daños de agentes externos provocan sobre el éxito reproductor de la planta, bien sea 
evitando o reduciendo la incidencia del ataque (Wagner et al., 2002), o bien sea 
tolerando éste mediante mecanismos de compensación (Strauss y Agrawal, 1999). Esta 
diferenciación entre resistencia y tolerancia es clave ya que, aunque los dos 
mecanismos pretenden reducir el impacto del ataque en la eficacia biológica de la 
planta, ambos tienen consecuencias evolutivas opuestas sobre las poblaciones de 
insectos (Figura 1.2). Los mecanismos de resistencia en las plantas afectan de forma 
directa a las poblaciones de insectos reduciendo su eficacia biológica y, por lo tanto, 
provocando una presión selectiva sobre éstos (Simms y Fritz, 1990; Gatehouse, 2002; 
Wagner et al., 2002; Núñez-Farfán et al., 2007). El efecto negativo de los caracteres de 
resistencia puede resultar en una disuasión en la ovoposición o alimentación 
(antixenosis) o en un efecto directo sobre la fisiología del insecto, que tras aceptar el 
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hospedante como alimento, reduce su crecimiento, fecundidad o supervivencia 
(antibiosis). Por el contrario, los mecanismos de tolerancia no ejercen presión selectiva 
sobre las poblaciones atacantes ya que éstas pueden seguir consumiendo la planta sin 
alteraciones en su eficacia biológica (Strauss y Agrawal, 1999; Stowe et al., 2000; 
Tiffin, 2000). La tolerancia se puede definir como la habilidad de una planta para 
soportar condiciones de estrés sin consecuencias importantes para su crecimiento, 
apariencia y reproducción (Strauss y Agrawal, 1999). Existen diversos mecanismos de 
tolerancia al daño causado por la herbivoría, como por ejemplo el aumento de la 
actividad fotosintética de las hojas remanentes, el crecimiento compensatorio, el 
incremento en la ramificación y los brotes cuando se produce una pérdida de la 
dominancia apical, la activación de meristemos durmientes, el almacenamiento de altos 
niveles de hidratos de carbono en diversos tejidos y órganos para su posterior 
distribución a los tejidos reproductivos, el cambio en los patrones de adjudicación de 
nutrientes y biomasa entre los diferentes tejidos de las plantas o la distribución de 
hidratos de carbono desde las raíces a las partes aéreas (Trumble et al., 1993; Strauss y 
Agrawal, 1999; Tiffin, 2000; Núñez-Farfán et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2. Representación esquemática de la diferencia entre resistencia y tolerancia 
en plantas frente a insectos fitófagos. Los caracteres de resistencia reducen el impacto 
del daño a través de una alteración de la eficacia biológica de los insectos,  mientras que 
los caracteres que ofrecen tolerancia reducen el impacto de éstos en la eficacia biológica 
de la planta sin ejercer presión sobre las poblaciones de insectos. 
 
 Genotipo de la 
planta
Ambiente biótico 
y abiótico
Fenotipo de la 
planta
Resistencia Tolerancia
Reducción eficacia 
biológica del enemigo
Reducción impacto Crecimiento compensatorio
Aumento eficacia 
biológica de la planta
Introducción general 
 
 18
Un tercer mecanismo de defensa es la falta de apariencia. En algunas 
ocasiones, las plantas tratan de evitar el ataque de los herbívoros mediante cambios en 
su apariencia tanto física como química que disminuyen el riesgo potencial de las 
mismas a ser encontradas y atacadas por los herbívoros. En este sentido, por ejemplo en 
ciertas coníferas, las plantas consideradas como más resistentes poseen un menor 
contenido  de monoterpenos que las plantas susceptibles (Tomlin y Borden, 1996; 
Pureswaran et al., 2004). Los monoterpenos tienen una función defensiva directa contra 
la herbivoría pero algunos de ellos también pueden actuar como señuelos atrayendo a 
los herbívoros (Mumm y Hilker, 2006), por lo que si su contenido es muy alto podrían 
aumentar las emisiones incontroladas de los mismos con el riesgo que ello conlleva. En 
segundo lugar, las plantas también son capaces de modificar la concentración de 
nutrientes en los tejidos más susceptibles de ser atacados por los herbívoros, 
redistribuyéndolos hacia otros tejidos menos susceptibles (Babst et al., 2005; Babst et 
al., 2008).  
 
1.2.2 Defensas directas y defensas indirectas 
Los mecanismos de defensas en las coníferas pueden clasificarse dependiendo del 
efecto que provoquen sobre el agente invasor en defensas directas, donde los efectos de 
los mecanismos defensivos afectan de forma directa al agente atacante, reduciendo el 
daño provocado o la eficacia biológica del atacante y defensas indirectas, que no 
afectan directamente al agente invasor pero ayudan a reducir la efectividad del atacante 
incrementando la atracción de sus enemigos naturales, disminuyendo de este modo la 
dimensión de los daños inflingidos en la planta (Mumm y Hilker, 2006). Al contrario de 
lo que sucede con las defensas directas, las defensas indirectas en las plantas han sido 
poco estudiadas, por lo que todavía hay mucho desconocimiento acerca de ellas. En los 
últimos años se han descubierto dos complejos y apasionantes fenómenos de defensa 
indirecta, sobretodo en plantas herbáceas (Dicke y Baldwin, 2010), aunque también hay 
algunas evidencias en plantas leñosas (Mumm y Hilker, 2006). Las plantas pueden 
responder a los ataques de herbívoros emitiendo nuevos volátiles que atraen a los 
enemigos naturales de éstos (call for help) o avisan a sus congéneres de la presencia de 
un herbívoro (talking trees) (Peñuelas et al., 1995; Dicke y van Loon, 2000).  
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La eficacia de las defensas directas e indirectas depende también de la 
diversidad de enemigos a los que la planta tiene que hacer frente en el presente y contra 
los que ha combatido en el pasado. En este sentido podemos hablar de dos conceptos 
diferentes: resistencia cruzada y resistencia asociada. La resistencia cruzada se define 
como la resistencia a determinado herbívoro como resultado de la exposición anterior a 
otro herbívoro similar (Bonello et al., 2001), mientras que la resistencia asociada se 
define como el fenómeno que ocurre cuando el daño provocado por un herbívoro a una 
planta es reducido por la presencia de otras especies vegetales (Kaitaniemi et al., 2007). 
 
1.2.3 Defensas físicas y defensas químicas 
Los mecanismos de defensa en coníferas pueden dividirse dependiendo de su naturaleza 
en físicos/morfológicos/anatómicos, como por ejemplo la presencia de espinas, pelos, 
escamas o tejidos impregnados con polímeros como la lignina, que proporciona una 
mayor resistencia a la penetración, degradación e ingestión por parte de los organismos 
invasores; y en químicos, que están basados en la producción, acumulación y liberación 
de sustancias repelentes o tóxicas para los herbívoros. La mayoría de las defensas 
químicas tienen una base fundamentalmente  carbonada (terpenos y fenoles) (Trapp y 
Croteau, 2001; Franceschi et al., 2005) pero también existen compuestos nitrogenados 
(alcaloides y glucosinolatos)  (Matson y Hain, 1985; Gerson et al., 2009).  
El sistema de defensa más característico de las coníferas es la producción de 
oleorresina, una mezcla de monoterpenos -C10-, sesquiterpenos -C15- (ambos 
volátiles), y diterpenos -C20- (como fracción no volátil) (Bohlmann y Croteau, 1999; 
Phillips y Croteau, 1999; Trapp y Croteau, 2001) (Figura 1.3). La mayor parte de la 
oleorresina se produce en los canales resiníferos del floema y del xilema (Figura 1.4) 
(Phillips y Croteau, 1999; Franceschi et al., 2005), pero también aparece en otros tejidos 
o estructuras de la planta como en el canal resinífero presente en las acículas, o en 
ampollas o células resiníferas (Phillips y Croteau, 1999; Trapp y Croteau, 2001). La 
secreción de oleorresina aumenta la resistencia de las plantas, especialmente a los 
insectos herbívoros, por diferentes vías: (a) disminuyendo la preferencia de ataque del 
insecto (Heijari et al., 2005; Wainhouse et al., 2008), (b) disminuyendo el éxito de la 
puesta de los insectos (Reeve et al., 1995), (c) disminuyendo la supervivencia tanto de 
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los adultos como de las larvas (Reeve et al., 1995), y (d) previniendo el establecimiento 
de otros insectos y hongos asociados al ataque (Berryman, 1972). La cantidad, 
viscosidad y la composición química de la resina influye de manera muy significativa 
en la conveniencia del árbol como anfitrión (Reeve et al., 1995). Además de esta 
función directa como mecanismo de defensa cuantitativa, la emisión de terpenos 
volátiles desde diferentes tejidos de la planta podría funcionar como una defensa de tipo 
cualitativo (Pureswaran et al., 2004; Mumm y Hilker, 2006; O'Reilly-Wapstra et al., 
2006). En este sentido varios autores observaron que la emisión de algunos 
monoterpenos como por ejemplo el limoneno o el campeno pueden actuar como 
repelentes contra los herbívoros (Zou y Cate, 1995; Lindgren et al., 1996). Esta emisión 
de la fracción volátil de la resina (mono- y sesqui-terpenos) también puede actuar como 
un mecanismo de defensa indirecto, atrayendo a los enemigos naturales de esos 
herbívoros (Kessler y Baldwin, 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3. Ejemplos de mono-, sesqui- y diterpenos. Figura tomada de Phillips y 
Croteau (1999). 
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Figura 1.4. Canales resiníferos del floema y del xilema en una muestra de tallo de un 
juvenil de P. pinaster. 
 
Otro sistema de defensa de gran importancia en coníferas es la producción de 
compuestos fenólicos tanto en las acículas (Nozzolillo et al., 2002) como en la corteza y 
floema (Franceschi et al., 2005). Los fenoles o compuestos fenólicos son compuestos 
orgánicos cuyas estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo 
aromático unido a al menos un grupo funcional hidroxilo. Los compuestos fenólicos 
pueden clasificarse en función de la estructura de su esqueleto químico (Vermerris y 
Nicholson, 2006). Pueden distinguirse dos grandes grupos: fenoles simples, que poseen 
un sólo anillo fenólico, y fenoles complejos, con más de un anillo (Figura 1.5). Éstos 
últimos se subdividen en ligninas (polímeros de fenoles simples), flavonoides 
(compuestos por dos anillos fenólicos unidos por una cadena de tres carbonos: 
antocianidinas, flavonoles e isoflavinas) y taninos (condensados e hidrosolubles) 
(Vermerris y Nicholson, 2006). Los compuestos fenólicos son productos secundarios 
del metabolismo de las plantas y se les atribuye una variedad muy heterogénea de roles 
en las plantas, siendo uno de ellos la de proteger a las plantas de la herbivoría actuando 
como sustancias repelentes o tóxicas (Feeny, 1976; Rhoades y Cates, 1976). Dentro de 
los compuestos fenólicos los que generalmente tienen mayor relevancia como sustancias 
defensivas son los taninos condensados (Nichols-Orians, 1991; Ayres et al., 1997). 
 
 
 
 
Canal resinífero 
del floema
Canal resinífero 
del xilema
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Figura 1.5. Clasificación de los compuestos fenólicos en función de la estructura de su 
esqueleto químico. 
 
 
1.2.4 Defensas constitutivas y defensas inducidas 
Existen dos tipos fundamentales de defensa en las plantas frente a ataques de herbívoros 
dependiendo de su aparición en el tiempo: las defensas constitutivas o preformadas 
que están siempre presentes en las plantas formando parte de su estructura física o 
química basal (Kimball, 1996), y las defensas inducidas que son sintetizadas o 
movilizadas solamente cuando se produce un daño o agresión (Karban y Baldwin, 1997; 
Zangerl, 2003). El sistema de defensas inducidas es un claro ejemplo de plasticidad 
fenotípica donde un genotipo modifica activamente su fenotipo ante una agresión o, en 
otras palabras, ante una modificación del medio biótico. Dentro de las defensas 
inducidas se encuentran respuestas locales alrededor de la zona afectada y respuestas 
sistémicas que aparecen en zonas alejadas del ataque y que protegen prolongadamente 
en el tiempo a la planta en global frente a futuros episodios de ataque (Mumm y Hilker, 
2006). Los sistemas de defensa constitutivo e inducido actúan de forma integrada tanto 
en el tiempo como en el espacio ofreciendo un complejo de defensa que en muchas 
ocasiones, sólo en conjunto resulta efectivo (Figura 1.6). Así, primero las defensas 
  
1. Fenoles simples: Compuestos de un sólo anillo fenólico.
2. Fenoles complejos:
2.1 Ligninas: Polímeros de fenoles simples.
2.2 Flavonoides: Compuestos de dos anillos fenólicos unidos por una cadena de tres 
carbonos. 
Se subdividen en base al grado de degradación.
2.2.1) Antocianinas
2.2.2) Flavonoles
2.2.3) Isoflavina
2.3. Taninos: 
2.3.1) Taninos condensados: Polímeros de flavonoides. 
2.3.2) Taninos solubles: Derivados del ácido gálico.
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constitutivas repelen o inhiben la invasión de los tejidos. Si esta fase no es efectiva, el 
siguiente paso es matar o aislar el tejido dañado mediante respuestas defensivas 
inducidas. La tercera fase se basa en reparar el daño producido por la herbivoría para 
que la planta pueda continuar con  su función normal. Finalmente, la última fase 
consiste en adquirir una resistencia adquirida de manera sistemática para protegerse de 
ataques que puedan ocurrir en el futuro (Franceschi et al., 2005).  
 
 
 
 
 
Figura 1.6. Esquema de la sucesión temporal de distintos sistemas de defensa en 
coníferas. Adaptado de Lieutier (2004). 
 
Las defensas constitutivas más comunes en las coníferas son la producción de 
resina en los canales resiníferos del floema y la producción de otros compuestos tóxicos 
para los herbívoros como los fenoles (Franceschi et al., 2005). Existen otros 
mecanismos de defensa constitutivo menos importantes y conocidos como la 
acumulación de cristales de oxalato de calcio o de células esclereidas, cuya dureza 
puede reducir los ataques de insectos descortezadores (Hudgins et al., 2003). Una baja 
calidad nutritiva de los tejidos consumidos por los herbívoros también puede ser un 
factor clave en la resistencia de las coníferas frente a insectos (Mattson, 1980).  
Por otro lado, las defensas inducidas más comunes en coníferas son: (1) La 
formación de canales de resina traumáticos (o de nueva formación) en el xilema que 
sirven para aumentar el flujo de resina (Alfaro, 1995; Alfaro et al., 1996). Estos canales 
de resina traumática aparecen pocas semanas después de la agresión y su función es la 
de proteger a la planta de futuros episodios de ataque no sólo en la zona afectada sino 
también en partes alejadas. Aunque la composición de la resina traumática puede diferir 
de la resina constitutiva el cambio más relevante es el enorme aumento de la 
Defensas preformadas
Flujo de resina inducido
Cambios histológicos en células polifenólicas y producción de fenoles
Impregnación de resina en la respuesta hipersensitiva
Canales traumáticos locales
Canales traumáticos sistémicos
t (días)0 3 10 20 15-30 > 365
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producción, habiéndose observado incrementos de hasta más de 100 veces en las 
concentraciones de terpenos en el floema tras un ataque de insectos (Lieutier, 2004). (2) 
La proliferación de células de parénquima polifenólicas que tienen propiedades 
antifúngicas, y que reducen la palatabilidad, calidad nutritiva y digestibilidad de los 
tejidos, e inhiben la actividad de enzimas segregadas por el insecto, reduciendo su 
capacidad de avance (Franceschi et al., 2002; Krokene et al., 2003). (3) La modificación 
en la concentración de metabolitos secundarios como fenoles (Honkanen et al., 1999) y 
terpenos (Huber et al., 2005; Erbilgin et al., 2006). La inducción de la síntesis de 
compuestos fenólicos y terpenos son en general respuestas más rápidas y de tipo más 
generalista, que frenan el avance de la agresión mientras la maquinaria molecular de 
reconocimiento identifica al agresor y activa respuestas de carácter más específico 
(Lieutier, 2004) (Figura 1.6). (4) La producción de una reacción hipersensitiva que es 
una respuesta estructural de las plantas basada en un sacrificio celular que aísla la 
infección y limita su avance (Franceschi et al., 2002). Se trata de una respuesta 
localizada y no específica en la que la zona afectada se impregna de compuestos 
fenólicos y terpenos que provoca la muerte celular, a la vez que se retiran carbohidratos 
y nutrientes. Estos compuestos defensivos, cuya composición difiere notablemente de 
los producidos de forma constitutiva, son sintetizados de novo tras la detección de la 
agresión. La respuesta hipersensitiva se completa con la formación de una peridermis 
traumática que impide el avance de la infección de hongos y otros patógenos. 
La activación de las defensas inducidas supone la existencia de mecanismos de 
reconocimiento mediante los cuales la planta detecta la presencia del agente invasor 
(Schultz, 1988). Existen genes de reconocimiento, los cuales codifican proteínas 
receptoras o asociadas con rutas de transducción de señales, y genes de respuestas, los 
cuales codifican proteínas que actúan como factores de defensa o como enzimas 
biosintéticas en rutas que dirigen a la producción de compuestos de defensa (Ryan, 
2000; Narváez-Vásquez y Orozco-Cárdenas, 2008; Schaller y Stintzi, 2008; Stratmann, 
2008). Una vez identificado el agente invasor, se activan una serie de mecanismos de 
defensa mediante cascadas de señales que todavía no han sido plenamente 
caracterizadas (Karban y Myers, 1989). En ocasiones también existe una fase de 
preacondicionamiento (priming) mediante la cual las plantas muestran una rápida y 
fuerte activación de varias respuestas inducidas (Heil y Silva Bueno, 2007). La 
intensidad de las defensas inducidas varía en el tiempo siguiendo curvas en forma de 
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campana: en primer lugar aparece una fase inicial de formación denominada tiempo de 
activación que es el tiempo requerido para producir una respuesta defensiva funcional 
en el sitio dañado incluyendo también el transporte de la señal y activación de los 
mecanismos de defensa en las partes no dañadas de las plantas; una segunda fase donde 
los niveles de las defensas inducidas llegan a un pico; y finalmente, una tercera fase 
donde las defensas inducidas van disminuyendo gradualmente hasta los niveles de base 
(Underwood, 1998). El período de tiempo durante el cual las defensas inducidas son 
expresadas en las plantas se denomina decay time (Gómez et al., 2009). En ocasiones 
puede aparecer un retraso temporal en la expresión de las defensas inducidas que aún no 
mejorando la resistencia a la herbivoría a corto plazo, pero que suele ser beneficiosa a 
medio y largo plazo (delayed induced resistance) (Lieutier, 2004). La duración de las 
distintas fases en relación con la dinámica del ataque de los herbívoros es la que 
determina la eficacia de las defensas inducidas (Gómez et al., 2009). La intensidad de 
los mecanismos de defensa inducidos, además de variar en el tiempo, también varía en 
el espacio (Zangerl, 2003). Por ejemplo, cuando la planta detecta la presencia de un 
herbívoro o patógeno, se activa una potente reacción de defensa inducida que es más 
severa a nivel local en el tejido dañado o que está directamente en contacto con el 
agente invasor (resistencia local) (Zangerl, 2003), y otra más suave a nivel sistémico en 
los tejidos no infectados de la planta (resistencia sistémica) (Bonello et al., 2001; 
Zangerl, 2003). Esta última está fundamentalmente destinada a proteger o inmunizar al 
resto de la planta frente a una potencial segunda infección por el mismo u otro agente 
patógeno. 
En general todas las respuestas inducidas en coníferas son inducibles por un 
amplio espectro de agentes externos, siendo los daños mecánicos ocasionados por los 
insectos fitófagos los principales desencadenantes (Alfaro et al., 1996; Litvak et al., 
1999; Tisdale et al., 2003; Miller et al., 2005). Sin embargo existen otros factores 
externos y manipulables que son capaces de generar respuestas inducidas en las plantas 
similares a las producidas por los insectos fitófagos. Dentro de este tipo de factores 
manipulables están los daños mecánicos producidos por el hombre con diferentes 
herramientas (Ruel et al., 1998; Lombardero et al., 2006) o sustancias químicas 
aplicadas directamente a las plantas (Martin et al., 2002; Hudgins y Franceschi, 2004; 
Erbilgin et al., 2006). La sustancia química con capacidad de inducir respuestas 
defensivas más estudiada a lo largo de las últimas dos décadas es el ácido jasmónico y 
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su derivado metilado, metil jasmonato (MJ), que son sustancias reguladoras del 
metabolismo que se encuentran de forma natural en las plantas superiores, y que juegan 
papeles clave en los procesos de reconocimiento y señalización de un ataque activando 
las rutas metabólicas de las respuestas inducidas. A principios y mediados de los años 
90 se descubrió que la aplicación exógena de MJ a cultivos celulares de tejidos de varias 
especies de plantas herbáceas inducía la síntesis de proteínas específicas y de sustancias 
defensivas similares a las que se producen mediante la herbivoría real (Gundlach et al., 
1992; Creelman y Mullet, 1995) (Figura 1.7). En los últimos años se han llevado a cabo 
varias investigaciones parecidas con algunas especies de coníferas observando que la 
aplicación exógena de MJ provoca respuestas inducidas en éstas similares a las 
producidas por la herbivoría real, respuestas que aumentan la resistencia a la herbivoría. 
(Heijari et al., 2005; Huber et al., 2005; Zeneli et al., 2006). Esta inducción de defensas 
de forma artificial se presenta como una importante herramienta para el estudio de la 
variación en la capacidad de respuesta inducida ya que permite el análisis de muchas 
plantas inducidas por igual, sin necesidad de recurrir al manejo de insectos vivos. Las 
dosis, concentraciones, el momento de aplicación, el tiempo que tardan en responder los 
distintos mecanismos de defensa inducida, o la comparación cuanti y cualitativa entre 
éstos y los generados por un agresor real, son sin embargo aspectos poco conocidos en 
especies de coníferas. A pesar de que existen varias investigaciones acerca del efecto de 
la aplicación exógena de MJ en diferentes especies de coníferas, en el género Pinus sólo 
hay experiencia en la inducción de defensas mediante aplicación de MJ en P. sylvestris 
(Heijari et al., 2005; Heijari et al., 2008), P. monticola (Hudgins et al., 2003) y P. 
radiata (Gould et al., 2008). También existen otras sustancias químicas, estudiadas en 
menor medida y casi siempre en especies herbáceas, que son capaces de inducir 
respuestas inducidas en las plantas como por ejemplo el ácido salicílico (Shulaev et al., 
1997) o el etileno (Hudgins y Franceschi, 2004; Broekaert et al., 2006). Muchos de 
estos compuestos se empiezan a utilizar para aumentar la resistencia de cultivos 
agrícolas (Holopainen et al., 2009). Sin embargo, como describiremos en los próximos 
apartados, la producción de defensas en las plantas lleva asociado unos costes 
importantes en términos de eficacia biológica, especialmente en ausencia de herbivoría. 
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Figura 1.7. Concentración de glucosinolatos en hojas de rábano (Raphanus 
raphanistrum) inducidas por la aplicación de un tratamiento mecánico (“clipping”), un 
tratamiento biológico (ataque de la oruga Pieris rapae) y un tratamiento químico (ácido 
jasmónico, JA). Se muestra también un tratamiento no inducido o control. Modificado 
de Agrawal et al. (1999). La inducción de defensas con fitohormonas es un tratamiento 
experimental adecuado para estudiar la respuesta de las plantas a la herbivoría real. 
 
1.3. Factores que regulan la resistencia y tolerancia 
1.3.1 Costes asociados a la resistencia y a la tolerancia 
Un factor de gran importancia en la modulación de la resistencia son los costes en 
términos de eficacia biológica asociados a los mecanismos de resistencia. Los costes de 
los mecanismos de resistencia derivan fundamentalmente de la competencia por los 
recursos limitados con otras funciones básicas de las plantas como el crecimiento y la 
reproducción (Herms y Mattson, 1992; Simms, 1992). Como los recursos utilizados 
para defenderse no se pueden utilizar en crecer o reproducirse, en ausencia de agresores, 
la eficacia biológica de las plantas que dedican más energía a la defensa será menor. 
Pero no sólo se producen costes de adjudicación de recursos. Existen otros tipos de 
costes que bien aparecen directamente a partir del carácter de resistencia (costes 
directos) o bien a través de interacciones con otros organismos (costes indirectos) 
(Strauss et al., 2002). Los primeros, que incluyen los costes de adjudicación, también 
incluyen costes derivados de la autotoxicidad para la propia planta de los compuestos 
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defensivos, o costes de oportunidad, donde la inversión temprana en defensas repercute 
negativamente en la capacidad competidora en etapas futuras (Strauss et al., 2002). Los 
costes indirectos, fundamentalmente los denominados costes ecológicos, se basan en 
complejas interacciones con otros organismos, como son los posibles efectos negativos 
de los caracteres de defensa sobre mutualismos (polinizadores, micorrizas,...), aumento 
de la atracción o impacto de otras especies enemigas (herbívoros especialistas y 
predadores de semilla), disminución de la capacidad de competir por los recursos con 
otras plantas o una reducción de la tolerancia a los enemigos (Strauss et al., 2002). 
También se ha observado que los distintos mecanismos de defensa pueden competir 
entre sí por los recursos e incluso resultar redundantes, lo que se reflejaría en un 
compromiso evolutivo entre ellos (Koricheva et al., 2004). Sin embargo, estos 
compromisos no parecen generalizados y la existencia de múltiples mecanismos de 
defensa simultáneamente parece ventajosa, ya que muchos mecanismos actúan 
sinérgicamente, y la variedad de mecanismos es necesaria para combatir al amplio 
espectro de enemigos potenciales (Agrawal, 2007).  
Durante las últimas décadas se ha dedicado un gran esfuerzo en la comprensión 
de los costes en términos de eficacia biológica derivados de la producción tanto de 
defensas constitutivas (Osier y Lindroth, 2006; Donaldson y Lindroth, 2007) como de 
defensas inducidas (Agrawal, 2000; Cipollini et al., 2003; Cipollini y Heil, 2010). Estos 
estudios se han llevado a cabo principalmente en plantas anuales, por lo que este tipo de 
información en plantas leñosas todavía es escasa. Los costes asociados a la producción 
de defensas constitutivas pueden variar con respecto a los costes de las defensas 
inducidas. Una de las ventajas más resaltadas de las defensas inducidas es que 
constituyen una estrategia conservadora de energía ya que solamente aparecen o son 
sintetizadas cuando realmente son necesarias, es decir cuando se produce un daño o 
agresión. Por el contrario, la producción de defensas constitutivas supone un coste muy 
elevado ya que podría resultar en vano en ausencia de herbívoros (Karban y Myers, 
1989). Otra ventaja de las defensas inducidas es que las plantas pueden ajustar en cierta 
medida el esfuerzo defensivo en función de la intensidad del ataque. Como 
contrapartida, el tiempo necesario para desencadenar la respuesta defensiva tras un 
ataque puede ser excesivamente grande como para que éstas resulten efectivas a tiempo. 
Así, las plantas precisan combinar un sistema de defensa basal o constitutivo, con 
fuertes costes asociados pero efectivo en el tiempo, con un sistema de defensa inducido 
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donde el retraso en la activación se compensa con una optimización de los costes 
asociados (Whitham, 1983; Karban y Myers, 1989). Sin embargo, la evolución de estas 
dos estrategias de defensa (constitutivas e inducidas) puede estar comprometida 
(Gianoli, 2002; Bingham y Agrawal, 2010). Así, por ejemplo, una planta con defensas 
constitutivas muy altas, y por tanto poco atacada por los herbívoros, se beneficiará poco 
de un aumento de la eficacia del sistema de defensa inducido. Por el contrario, una 
planta poco defendida de forma basal se beneficiará enormemente de una mejora del 
sistema de defensa inducido. De hecho, un metaanalisis reciente revela la existencia de 
un compromiso evolutivo entre ambos sistemas de defensa, que tienden a estar 
negativamente correlacionados (Koricheva et al., 2004). 
Por otra parte, los costes de la tolerancia radican fundamentalmente en que las 
plantas tolerantes tienden a almacenar recursos que sólo utilizan tras una agresión 
(Siemens et al., 2003). En ausencia de ataque, estas plantas dispondrán de menos 
recursos para sus otras funciones vitales y por tanto tendrán menos eficacia biológica. 
La evaluación de los costes de la tolerancia se confunde a su vez con los de la 
resistencia. Si la resistencia es costosa, los genotipos más resistentes, que serán los 
menos atacados, mostrarán menor eficacia biológica en ausencia de daño, lo que 
reducirá la pendiente entre el daño y la eficacia biológica, aparentando una mayor 
tolerancia (Figura 1.8) (Agrawal et al., 1999).  
 
 
 
 
 
Figura 1.8. Tolerancia de las plantas frente a insectos herbívoros según la norma de 
reacción de la eficacia biológica de la plantafrente a un gradiente de daños. El genotipo 
B es más tolerante que el A ya que un aumento en la incidencia del año tiene 
repercusiones menores sobre su eficacia biológica. La figura también refleja un coste de 
esta tolerancia, ya que en ausencia de daños el genotipo B, más tolerante, muestra 
menor eficacia biológica que el A, menos tolerante. La correlación entre la pendiente y 
el término independiente de las normas de reacción de distintos genotipos es, de hecho, 
uno de los métodos de evaluar los costes evolutivos de la tolerancia. 
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1.3.2 Modulación ambiental de la resistencia y tolerancia 
Para el mantenimiento de las defensas constitutivas y la expresión de defensas 
inducidas los árboles requieren recursos principalmente en la forma de carbono y 
nitrógeno (Herms y Mattson, 1992). Las coníferas, como el resto de las plantas, deben 
optimizar la cantidad de energía y recursos que dedican a cada una de sus funciones 
(Figura 1.9). Diversas hipótesis ecológicas predicen que la distribución de recursos 
entre crecimiento, defensa y reproducción puede estar sujeta a compromisos (o trade-
offs) fisiológicos y evolutivos regulados por el balance entre los costes y beneficios en 
términos de eficacia biológica de estas funciones vitales en cada ambiente particular 
(ver Stamp, 2003). Los compromisos fisiológicos son aquéllos que tienen lugar a nivel 
individual (dentro de un mismo individuo), mientras que los compromisos evolutivos 
son aquéllos que tienen lugar a nivel poblacional (especie, procedencia, familia, 
variedad, etc.) (Koricheva, 2002). Estos compromisos fisiológicos y evolutivos 
aparecen fundamentalmente debido a los costes asociados a la producción de los 
mecanismos defensivos, entendiendo estos costes como la reducción de la eficacia 
biológica (menor crecimiento o reproducción) que supone estar más defendido. Así, 
cuando no hay ataque tanto la disponibilidad de recursos (agua, luz, nutrientes, etc.) 
como la presión por herbívoros (tipo, frecuencia e intensidad de los daños) a la que se 
ven sometidas las distintas poblaciones de plantas condicionan el equilibrio de este 
balance hacia una u otra dirección (Koricheva, 2002). Las teorías ecológicas que 
intentan explicar el efecto de la disponibilidad de recursos sobre la resistencia a la 
herbivoría son un tema muy actual y trascendente en ecología. Existen varias teorías al 
respecto, describiéndose las más importantes en la Figura 1.10. 
 
 
 
 
 
Variación genética y disponibilidad de nutrientes en las defensas de P. pinaster 
31 
 
 
 
 
Figura 1.9. Esquema de la adjudicación de recursos (luz, agua y nutrientes) para las 
distintas funciones vitales de una planta (reproducción, crecimiento y defensas). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.10. Teorías ecológicas que predicen el efecto de la disponibilidad de recursos 
sobre la resistencia a la herbivoría en las plantas. 
 
La modulación ambiental parece que difiere entre el sistema de defensas 
constitutivo e inducido en coníferas (Lombardero et al., 2000). De acuerdo con varias 
de las teorías anteriores existen varios trabajos en diferentes especies de coníferas donde 
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(1) Teoría de la defensa óptima (Optimal Defense Theory): esta teoría está basada en tres premisas: (a) 
las plantas deben invertir una gran cantidad de recursos en defenderse cuando son muy aparentes para sus 
enemigos, (b) las plantas deben defender en mayor medida aquellos tejidos o partes de la planta con 
mayor eficacia biológica para la misma, por ejemplo tejidos que soportan el crecimiento primario o 
tejidos fotosintéticos, y (c) las plantas adjudicarán más energía a producir defensas cuando los beneficios 
de las mismas (protección) superan a los costes (Yamamura y Tsuji, 1995; Zangerl y Rutledge, 1996; 
Ohnmeiss y Baldwin, 2000; Hamilton et al., 2001; Pavia et al., 2002; Strauss et al., 2004; McCall y 
Fordyce, 2010).
(2) Balance de diferenciación del crecimiento (Growth-Differentiation Balance): esta teoría predice 
que las defensas en las plantas son resultado de un compromiso o trade-off entre los procesos de 
crecimiento y los procesos de diferenciación (por ejemplo maduración o especialización) (Lorio, 1986; 
Herms y Mattson, 1992; Barto y Cipollini, 2005). Específicamente, las plantas cuando están en un 
momento de diferenciación, como por ejemplo cuando están creciendo los tallos o saliendo las hojas, son 
más susceptibles al ataque ya que producen menos defensas.
(3) Hipótesis del balance carbono-nutrientes (Carbon Nutrient Balance): esta teoría está basada en que 
las plantas pueden modificar su producción de defensas en respuesta a cambios que se produzcan en la 
disponibilidad de nutrientes (Bryant et al., 1983; Reichardt et al., 1991; Lerdau y Coley, 2002). 
Básicamente esta teoría predice que cuando aumenta la disponibilidad de nutrientes para las plantas éstas 
priorizan los recursos para el crecimiento descuidando sus defensas, y viceversa.
(4) Hipótesis de la tasa de crecimiento (Growth Rate Hypothesis): esta teoría predice que los 
mecanismos defensivos están determinados por la tasa de crecimiento de la planta, que está a su vez 
determinada por la disponibilidad de recursos (Coley et al., 1985; Gulmon y Mooney, 1986). Este modelo 
pone de manifiesto que la inversión en defensas incrementará cuando el potencial de crecimiento 
decrezca.
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se observa que una mayor disponibilidad de recursos para la planta (nutrientes, luz, 
agua, CO2, etc.) está asociada a un importante descenso en sus defensas constitutivas 
(Gebauer et al., 1998; Wainhouse et al., 1998; Honkanen et al., 1999; Kyto et al., 1999; 
Wainhouse et al., 2000; Lorio et al., 2004), algunos de ellos en especies de pino (Kyto 
et al., 1999; Lorio et al., 2004). Sin embargo, el efecto de la disponibilidad de recursos 
sobre la capacidad de inducir respuestas defensivas está mucho menos estudiado. En 
uno de los pocos trabajos disponibles en este sentido, Lombardero et al. (2000) 
observaron que el flujo de resina constitutivo e inducido en P. taeda variaba 
significativamente dependiendo de la época del año. Estos autores observaron que el 
flujo de resina constitutivo era menor en los períodos de crecimiento rápido de los 
árboles, mientras que era mayor cuando la sequía limitaba el crecimiento. Por el 
contrario, el flujo de resina inducido era mayor en los períodos de crecimiento rápido. A 
pesar de que durante los últimos años se ha hecho un destacable esfuerzo tratando de 
investigar cómo afecta la disponibilidad de recursos en las defensas constitutivas e 
inducidas todavía existe un desconocimiento general en esta dirección en la gran 
mayoría de especies de coníferas. 
Los factores ambientales, como por ejemplo la disponibilidad de nutrientes, 
también pueden modular los mecanismos de tolerancia (Newingham et al., 2007). 
Parece lógico pensar que los niveles de tolerancia se ven favorecidos en ambientes 
donde la competencia es escasa y la disponibilidad de recursos, agua, luz y nutrientes es 
elevada. Sin embargo, esto no siempre ocurre así, y se ha demostrado en herbáceas que 
un aumento en la disponibilidad de nutrientes, por ejemplo, disminuye los niveles de 
tolerancia, probablemente a través de una reducción del ratio raiz:tallo (Strauss y 
Agrawal, 1999). A pesar de esta información, no existen hasta el momento trabajos 
acerca del efecto del medioambiente sobre la tolerancia en especies de coníferas. 
 
1.3.3 Factores intrínsecos 
La intensidad de los mecanismos de defensa en las plantas también está modulada por 
factores intrínsecos de la planta, especialmente por su genotipo. En este sentido, la 
variación genética en las defensas es considerada como la principal responsable de que 
unas plantas sean más susceptibles que otras a la herbivoría (King et al., 1997; 
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Mutikainen et al., 2000; O'Reilly-Wapstra et al., 2006; Donaldson y Lindroth, 2007; 
Núñez-Farfán et al., 2007). El que se mantenga una fuerte variación genética en los 
mecanismos de resistencia y tolerancia a pesar de la continua presión selectiva generada 
por los múltiples y continuados ataques de herbívoros conforma una de las grandes 
cuestiones actuales en ecología. La resistencia y tolerancia han evolucionado en las 
plantas como consecuencia de la presión selectiva ejercida por los herbívoros. Parece 
ser que las diferencias en la presión selectiva entre agresores generalistas y 
especialistas, los costes evolutivos de ambos mecanismos, el probable compromiso 
entre ambos, la coevolución de las poblaciones de insectos para sobrepasar los 
caracteres de resistencia de las plantas, y la heterogeneidad espacial y temporal del 
ambiente biótico y abiótico, modulando la eficacia de los distintos caracteres de 
resistencia y tolerancia, son los responsables de mantener la variación genética de 
ambos mecanismos (Agrawal et al., 1999; Strauss et al., 2002). En especies de coníferas 
varios autores han observado una fuerte variación genética en algunos mecanismos de 
defensa como por ejemplo en el flujo de resina (Roberds et al., 2003), en el contenido y 
emisión de terpenos volátiles (Chen et al., 2002; O'Reilly-Wapstra et al., 2006) o en la 
densidad y el tamaño de los canales resiníferos (Alfaro et al., 2004; Rosner y Hannrup, 
2004). Sin embargo, la información disponible acerca de la variación genética en los 
mecanismos de resistencia y tolerancia en muchas especies de coníferas, como por 
ejemplo las pertenecientes al género Pinus, todavía es muy escasa.  
Otros factores intrínsecos que pueden modular las defensas en las coníferas son 
el estado ontogénico (Lorio et al., 2004) y la fenología de la planta (Chen et al., 2002). 
Los importantes cambios morfológicos y fisiológicos que las coníferas sufren a lo largo 
de su desarrollo ontogénico, pasando por etapas infantiles que pueden incluso presentar 
órganos con rasgos específicos (como las acículas primarias de los pinos), etapas 
juveniles sin capacidad de reproducción, donde la competencia por los recursos es 
máxima, y etapas maduras donde el estatus social del individuo dentro de la masa es 
clave para garantizar su contribución a la siguiente generación tienen una gran 
trascendencia en los caracteres defensivos de las plantas (Bryant y Julkunen-Tiitto, 
1995). Otro de los factores intrínsecos deriva de los límites de la plasticidad (DeWitt et 
al., 1998). La plasticidad fenotípica se define como la habilidad de las plantas para que 
su genotipo pueda producir diferentes fenotipos según la exposición a distintos factores 
bióticos y abióticos. Estas modificaciones plásticas de la planta al medioambiente en el 
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que vive generan grandes ventajas de supervivencia, crecimiento y reproducción (Wu et 
al., 2004; Barton, 2008). Sin embargo, existen unos límites de plasticidad que se 
refieren a la imposibilidad de manifestar el valor óptimo de un rasgo en un ambiente 
dado en un organismo plástico con respecto a un organismo no plástico (DeWitt et al., 
1998; Cipollini, 2004). 
 
1.4. La especie estudiada: Pinus pinaster Ait. 
Esta tesis se centra sobre el estudio del pino marítimo (Pinus pinaster Ait. Familia: 
Pinaceae), una especie emblemática del sur de Europa que se está convirtiendo en 
especie modelo para estudios de genética y ecología. 
 
1.4.1 Distribución e importancia 
El pino marítimo es una de las coníferas de mayor importancia económica en los países 
de la franja mediterránea del Oeste europeo (Alía y Martín, 2009). Ocupa un área 
bastante extensa en Francia, España, Portugal, Italia y norte de África (Figura 1.11) e 
incluso se ha plantado en el oeste de Australia, en Sudáfrica y en Chile.  
En Galicia es una de las especies forestales más importantes ocupando cerca de 
400.000 ha, casi un 20 % de la superficie arbolada, y es plantada a un ritmo de 6.000 ha 
anuales (Xunta de Galicia, 2005). Esta especie tiene una gran importancia económica 
por el aprovechamiento de su madera que, aunque no es de mucha calidad debido a la 
existencia de numerosos nudos y bolsas de resina, se emplea para tablero, carpintería, 
embalaje y cajerío (Alía y Martín, 2009).  
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Figura 1.11. Mapa de la distribución natural de P. pinaster. En negro aparecen las 
zonas ocupadas por dicha especie forestal. 
 
1.4.2 Características 
Pinus pinaster alcanza una altura de 20 a 30 metros como norma general, aunque en 
condiciones excepcionales se han medido ejemplares que rondan los 40 metros (Alía y 
Martín, 2009). El sistema radical es bastante desarrollado y profundo, sobre todo en los 
suelos con fondo, lo que le confiere una buena resistencia al viento. Las ramas aparecen 
a lo largo del tronco agrupadas en verticilos (Farjon, 2010). La corteza ya es áspera en 
los pinos jóvenes, luego se hace gruesa y muy resquebrajada. En general el porcentaje 
de corteza es muy elevado (Alía y Martín, 2009), lo que es un inconveniente para el 
aprovechamiento de la madera. Los ramillos son fuertes y de color pardo-rojizo, 
presentando hojas aciculares que van en grupos de dos. Las hojas son de color verde 
oscuro, muy largas y gruesas, con punta fuerte y punzante. Las flores masculinas 
aparecen en espigas a lo largo del extremo del crecimiento anual, son amarillas y de 1 a 
2 centímetros de largas. Los conos femeninos son pequeños, de color rojo a violeta y 
aparecen en grupos de 2 o 3 en el extremo del crecimiento, y solo en la parte superior de 
la copa. Las piñas, que tardan dos años en madurar, son muy grandes y punzantes en el 
extremo de las escamas (Richardson, 1998). Una vez abiertas por efecto del calor suelen 
persistir bastante en el árbol. Los piñones son pardo-cenizos, con ala ancha y oscura 
(Richardson, 1998). 
En la Península Ibérica, P. pinaster se establece desde climas mediterráneos 
hasta atlánticos y desde suelos calcáreos a silíceos arenosos. 
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1.4.3 Enemigos naturales de Pinus pinaster 
Aunque P. pinaster se considera una especie con un buen estado sanitario en toda su 
área de distribución natural, existen múltiples agentes potenciales que pueden generar 
daños muy importantes, como insectos xilófagos, descortezadores, minadores de brotes 
y perforadores de piña (Figura 1.12), así como defoliadores y diversos patógenos 
fúngicos (Figura 1.13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.12. Algunos de los insectos xilófagos, descortezadores, minadores de brotes y 
perforadores que atacan a P. pinaster. 
 
Hylobius abietis (Coleoptera: Curculionidae): provoca daños muy relevantes en 
regeneraciones de coníferas tanto en el norte como en el sur de Europa. Durante los 
primeros años después de la corta de rodales maduros, los individuos adultos se 
alimentan del floema de plantas jóvenes causando pérdidas importantes de crecimiento, 
deformaciones en los tallos (pérdida de la dominancia apical) y una alta mortalidad. 
Ips sexdentatus (Coleoptera: Curculionidae): Se trata de un perforador que mide en 
estado adulto de 5-8 mm de longitud. Los síntomas y daños que provoca son desecación 
de las acículas como consecuencia del corte de fluido en los vasos, resinación y las 
típicas galerías debajo de la corteza.
Tomicus piniperda (Coleoptera: Curculionidae): es un perforador que mide 
aproximadamente 4,5 mm y se encuentra normalmente en zonas frías. Ataca árboles 
débiles de escaso desarrollo, ya sea por condiciones climáticas o edáficas adversas. Los 
adultos de este insecto se dirigen a la copa del árbol, situándose sobre una ramilla 
terminal, perforándola y penetrando en su interior, construyendo allí una galería para 
alimentarse del xilema. El ataque de este perforador se puede detectar por los grumos de 
resina que aparecen en las zonas atacadas. 
Pissodes notatus (Coleoptera: Curculionidae): se trata de un perforador que produce dos 
tipos de daño en el árbol, uno menos importante realizado por los adultos en su 
alimentación y el principal realizado por las larvas excavando sus galerías. Los adultos 
practican orificios con las piezas bucales para alimentarse, provocando exudaciones de 
pequeñas gotas de resina claramente visibles. Las partes afectadas por estos daños son 
las ramillas jóvenes y las yemas. Infestan árboles debilitados por condiciones ambientales 
adversas.
Dioryctria sylvestrella (Lepidoptera: Pyralidae): es un insecto que causa importantes 
daños en todas las especies del género Pinus y en ocasiones a las especies del género 
Picea. Los daños consisten en galerías subcorticales realizadas por las orugas sobre el 
fuste y las ramas de los pinos, provocando fuertes resinaciones en forma de regueros y 
grumos. El efecto final que ocasiona en los árboles se aprecia a medio o largo plazo, 
pudiéndole suponer la muerte debido a la interrupción del flujo de savia. 
Matsucoccus feytaudi (Hemiptera: Margarodidae): Se trata de una cochinilla específica de 
P. pinaster. Los daños son provocados por las larvas al fijarse en el fondo de las 
hendiduras de la corteza del tronco, clavando sus largos estiletes, lo que da origen a 
abundante resinación, a un amarillamiento de los brotes a partir de la base del árbol y 
posteriormente a su muerte.
Bursaphelenchus xylophilus (Aphelenchida: Parasitaphelenchidae): es un nemátodo
originario de Norteamérica y que fue transportado hasta la isla japonesa de Kyushu en 
madera infestada a principios de siglo. Este nemátodo se nutre sobre las células 
epiteliales de los canales resiníferos y hongos introducidos por otros insectos 
secundarios. La transmisión primaria de B. xylophilus entre árboles se realiza a través de 
sus vectores, especialmente coleópteros del genero Monochamus. Afecta a madera de 
coníferas en sus diferentes tipos, tales como madera aserrada, rollizos y madera 
astillada.
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Figura 1.13. Algunos de los defoliadores y patógenos fúngicos que atacan a P. pinaster. 
 
1.4.4 Variación intraespecífica 
El área de distribución de P. pinaster está muy fragmentada, existiendo multitud de 
poblaciones con una elevada diferenciación, mayor que en otras especies de coníferas. 
La estructura genética de P. pinaster  ha sido descrita usando distintos marcadores, 
incluyendo terpenos, proteínas totales, isoenzimas y DNA mitocondrial y cloroplástico 
(Salvador et al., 2000; Burban y Petit, 2003; González-Martínez et al., 2004; Bucci et 
al., 2007), además de múltiples ensayos de procedencias multilocalidad donde se evalúa 
supervivencia, crecimiento, resistencia a plagas o plasticidad (Danjon, 1994; Alía et al., 
2001; Correia et al., 2004; de la Mata y Zas, 2010). 
Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera: Thaumetopoeidae): vulgarmente es 
conocida como la procesionaria del pino, y se trata de una oruga que causa fuertes 
defoliaciones, especialmente en plantas adultas. Los síntomas característicos de la 
presencia de procesionaria son los clásicos bolsones o nidos de invierno que forma 
en las ramas de una manera definitiva a partir del tercer estadio de desarrollo y los 
prenidos construidos con seda, más ligeros y menos voluminosos, que construye 
durante el verano y el otoño. Las larvas suelen salir del nido para alimentarse por la  
noche y en forma de procesión.
Diprion pini (Hymenoptera: Diprionidae): es un insecto que afecta preferentemente a 
P. sylvestris, pero que puede afectar a otras especies del género Pinus. Las larvas 
recién eclosionadas se alimentan de las acículas en las que se realizó la puesta. En 
los primeros estadios larvarios comen dejando las nerviaciones de las hojas intactas, 
pero conforme avanza su desarrollo pasa a alimentarse de hojas completas e incluso 
la corteza de ramillas. Debido a que las defoliaciones tienen lugar en primavera-
verano, si éstas son muy intensas, pueden ocasionar debilitamiento y pérdidas de 
crecimiento en los árboles más afectados.
Armillaria mellea (Agaricales: Physalacriaceae): es un hongo que ataca a árboles 
jóvenes cuando el sistema radicular presenta alguna herida, o bien a árboles en 
condiciones ambientales estresantes o de decaimiento de las plantas como sequía 
persistente, frío, asfixia radicular, humedad de suelo, compactación de suelo, ataque 
de insectos defoliadores o replantación sobre suelos infectados. Su propagación se 
efectúa por rizomorfos o por contacto entre raíces enfermas y sanas. Los síntomas 
para detectar su presencia pueden ser el amarillamiento y caída prematura de 
acículas, la muerte de ramillas y ramas y la podredumbre fibrosa y seca de la madera. 
Si el ataque está bien desarrollado, se puede observar en el cuello de la planta, bajo 
la corteza, una película blanca constituida por el micelio del hongo que avanza en 
forma de abanico.
Fusarium circinatum (Hypocreales: Nectriaceae): es un hongo que provoca 
enfermedades en diversas coníferas, especialmente a Pinus. Es una enfermedad 
asintomática, o sea puede que el árbol esté enfermo y no presentar ningún síntoma 
externo. El árbol como método de defensa ante el ataque de ésta enfermedad 
comienza a producir resina por exceso en los puntos donde se inicia la infección, 
llegando a provocar taponamientos. La madera se llena de resina y al final su propio 
mecanismo de defensa acaba siendo perjudicial para el árbol mismo. La enfermedad 
producida por F. circinatum, denominada como cáncer resinoso, es muy grave ya que 
conduce a la muerte del árbol. Además la presencia de este hongo hace que tengan 
que ponerse en cuarentena la madera, semilla y planta de vivero de la región donde 
aparezca. 
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Los resultados de estos estudios no son exactamente coincidentes, existiendo 
cierta discordancia en las interpretaciones filogenéticas y las estructuras genéticas 
derivadas entre ellos. El nivel de diferenciación es mayor cuando se infiere a partir del 
comportamiento fenotípico de las distintas procedencias y menor utilizando marcadores 
moleculares. A pesar de todo, estos estudios han permitido conocer bastante a fondo la 
estructura genética poblacional de P. pinaster en su rango de distribución natural y 
predecir las relaciones filogenéticas entre ellas. En base a estudios con DNA 
mitocondrial se han identificado tres linajes maternos claramente diferenciados con 
ninguna población mostrando composiciones mixtas. El linaje este se expande por el SE 
de Francia, una población de Cataluña, Córcega, Italia, Túnez y Argelia; el linaje oeste 
incluye a toda la Península Ibérica, Francia continental y Punta Cires en el norte de 
Marruecos; el linaje Marroquí es específico de Marruecos (Burban y Petit, 2003; Bucci 
et al., 2007).  
La estructura genética de P. pinaster en la Península Ibérica ha siso estudiada en 
detalle, a su vez, utilizando distintas aproximaciones. Las poblaciones del noroeste 
penínsular aparecen claramente diferenciadas, existiendo un fuerte gradiente clinal de 
sur a norte y, en menor medida de este a oeste en la variación isoenzimática (González-
Martínez et al., 2004). Dentro de la Península Ibérica se distinguen dos focos de alta 
diversidad en el Sureste y Este de España, y una clara reducción de ésta hacia el 
noroeste (González-Martínez et al., 2004).  
En cuanto a la variación intraespecífica en relación con la resistencia a la 
herbivoría, existen una importante variación geográfica en la susceptibilidad de las 
distintas poblaciones de P. pinaster a la cochinilla Matsucoccus feytaudi (Burban et al., 
1999), una plaga específica de P. pinaster (ver apartado 1.4.3). Las poblaciones de pino 
del linaje materno del este son más susceptibles que las poblaciones del linaje oeste y 
marroquí, aunque algunas poblaciones del linaje oeste (Portugal) también son 
relativamente susceptibles (Harfouche et al., 1995). Esta estructuración de la resistencia 
a la cochinilla se ha explicado en términos de la duración de la exposición de las 
distintas poblaciones al insecto, habiéndose sugerido un proceso dispersivo en el insecto 
desde Marruecos hacia el Noreste. Así, las poblaciones del Sureste Francés, Italia y 
Córcega, donde el insecto apareció recientemente (Jactel et al., 1996b) muestran más 
susceptibilidad que las poblaciones marroquíes que han coexistido durante mucho más 
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tiempo con el insecto. También se ha observado variación genética intrapoblacional en 
la resistencia de P. pinaster frente a otros insectos herbívoros, como H. abietis o D. 
sylvestrella. En ensayos de progenie de polinización abierta de la procedencia Galicia-
Costa se ha detectado variación familiar en la incidencia de H. abietis, un curculiónido 
comedor de corteza, con una heredabilidad individual y familiar de 0,2 y 0,8 
respectivamente (Zas et al., 2005). Por otro lado, en un diseño de dialelos completos en 
la procedencia de Las Landas se ha observado un importante control genético de la 
resistencia a Dyorictria sylvestrella, un lepidóptero perforador de troncos (Kleinhentz et 
al., 1998). La variación genética en resistencia fue prácticamente en su totalidad aditiva, 
con heredabilidades individuales y familiares bajas. Sin embargo, y a pesar de esta baja 
heredabilidad, la elevada variación fenotípica en resistencia permite importantes 
ganancias genéticas, especialmente con selección familiar, habiéndose predicho 
ganancias de hasta 37.8 y 95.2% de ganancia en resistencia seleccionando el 5% de los 
mejores individuos o familias, respectivamente (Jactel et al., 1999). Esta variación 
genética en la resistencia a este insecto se ha relacionado con la variación genética en el 
contenido de varios terpenos en la oleorresina (Jactel et al., 1996a), y en particular con 
el contenido en terpinoleno (Jactel et al., 1999). Son varios los estudios que ha 
detectado una fuerte estructuración genética poblacional en P. pinaster en el perfil de 
terpenos tanto a nivel regional (Arrabal et al., 2005) como en toda el área de 
distribución (Baradat y Marpeau, 1988). A pesar de toda esta información, en P. 
pinaster todavía existe un gran desconocimiento acerca de la variación genética en la 
resistencia a la herbivoría, cuales son los caracteres implicados y los patrones 
geográficos. 
 
1.4.5 Posibilidades de la mejora de la resistencia de Pinus pinaster en Galicia 
En los años 80, debido a la gran importancia de esta especie en el sector productivo 
forestal gallego, se impulsó un programa de mejora genética donde se seleccionaron 
árboles plus de la zona costera de Galicia por su vigor, forma y ramosidad (Vega et al., 
1993). En la actualidad, existen 116 clones de árboles superiores que están 
representados en tres huertos semilleros clonales de primera generación (Zas y Merlo, 
2008). Dentro de este programa de mejora de P. pinaster en Galicia se incluyeron 
ensayos factoriales familia x fertilización en varios lugares de Galicia para evaluar la 
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interacción familia x fertilización en diferentes condiciones ambientales (Martíns et al., 
2009). El ataque masivo por parte del curculiónido H. abietis a uno de los ensayos 
familia x fertilización del plan de mejora de P. pinaster en Galicia permitió un primer 
estudio de los patrones de preferencia de ataque, vulnerabilidad y resistencia entre 
progenies (Zas et al., 2005) y de cómo la disponibilidad de nutrientes afectaba al 
sistema insecto-planta (Zas et al., 2006). Estos autores observaron que el daño causado 
por el insecto fue casi tres veces mayor en las plantas fertilizadas (con diferentes 
combinaciones de cuatro nutrientes, nitrógeno, fósforo, magnesio y potasio) que en las 
no fertilizadas (Figura 1.14) (Zas et al., 2006). De forma semejante, el ataque del 
insecto causó una pérdida de la guía principal de los pinos cuatro veces superior en las 
plantas fertilizadas. Todos estos efectos fueron más notorios cuando el fosfato cálcico 
estaba presente en la fertilización de establecimiento (tratamientos F1, F2, F4, F5, F7, 
F8 en la Figura Figura 1.14). El fósforo (P) es comúnmente el elemento más deficitario 
en distintas especies forestales de Galicia, con fuertes respuestas a la fertilización (Zas, 
2003a; Martíns et al., 2009). Además, la incidencia del ataque de H. abietis varió 
enormemente entre las familias de pino, encontrando unas familias significativamente 
más resistentes que otras (Figura 1.15) (Zas et al., 2005).  
 
 
 
 
 
Figura 1.14. Efecto de los tratamientos de fertilización en el daño causado por H. 
abietis en juveniles de P. pinaster pertenecientes a 28 familias de medios hermanos 
durante el primer período de crecimiento. La evaluación de los daños se cuantificó en 
cuatro niveles (0: sin daños, 1: pocas mordeduras, 2: muchas mordeduras, 3: seco o 
lleno de mordeduras) a lo largo de 10 segmentos del tallo. La variable de daños fue la 
suma de los diez valores observados en una escala del 0-30. Los datos se muestran 
como lsmeans ± errores estándar. N = 310. Letras diferentes indican diferencias (P 
<0,05) entre tratamientos. Datos de Zas et al. (2006). Los tratamientos de fertilización 
del F1 al F8 son combinaciones diferentes de cuatro abonos comerciales. 
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Estos resultados, principalmente el efecto de la fertilización en el grado de 
ataque, tienen una gran repercusión ya que la fertilización es una herramienta 
selvicultural de vital importancia para las repoblaciones forestales, especialmente en 
repoblaciones de 2ª rotación donde se ha extraído una gran cantidad de nutrientes 
(Sanchez-Rodriguez et al., 2002; Zas y Serrada, 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.15. Variación genética en el daño causado por H. abietis en juveniles de P. 
pinaster pertenecientes a 28 familias de medios hermanos durante el primer período de 
crecimiento. La evaluación de los daños se cuantificó en cuatro niveles (0: sin daños, 1: 
pocas mordeduras, 2: muchas mordeduras, 3: seco o lleno de mordeduras) a lo largo de 
10 segmentos del tallo. La variable de daños fue la suma de los diez valores observados 
en una escala del 0-30. Los datos se muestran como lsmeans ± errores estándar. N = 90. 
F27, 243 = 7,03; P<0,001. Datos de Zas et al. (2005). 
 
La existencia de variación genética en la resistencia abre la posibilidad al estudio 
de la mejora de este carácter, pero para ello es necesario profundizar en los mecanismos 
constitutivos e inducidos de resistencia y tolerancia en esta especie, y en la relevancia 
que factores ambientales como la disponibilidad de nutrientes pueda tener sobre ellos. 
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Durante las últimas décadas, la variación genética y el efecto del ambiente en la 
resistencia a la herbivoría son dos focos principales de investigación en ecología 
terrestre (p. ej. Rhoades, 1979; Coley et al., 1985; Simms y Fritz, 1990; Herms y 
Mattson, 1992; Zangerl y Bazzaz, 1992; Mutikainen et al., 2000; Agrawal et al., 2002; 
Strauss et al., 2002; Glynn et al., 2003; Lower et al., 2003; Zas et al., 2005; Zas et al., 
2006; Núñez-Farfán et al., 2007).  
Particularmente, la mayor parte de las investigaciones realizadas sobre especies 
arbóreas encuentran que un incremento en la disponibilidad de nutrientes para la planta 
provoca un incremento en la susceptibilidad de las plantas a los herbívoros (Mutikainen 
et al., 2000; Lower et al., 2003; vanAkker et al., 2004; Blodgett et al., 2005; Zas et al., 
2006). Estos autores observaron dos generalidades en cuanto a este fenómeno: (1) 
cuanto mayor es la disponibilidad de nutrientes para la planta menos defendida está la 
misma y (2) cuanto mayor es la disponibilidad de nutrientes para la planta mayor es la 
calidad nutricional de los tejidos de la misma para sus herbívoros. Este último punto 
tiene especial importancia ya que el contenido en N y P en los tejidos de las plantas es 
muy bajo comparado con los requerimientos de los insectos herbívoros, así que la 
disponibilidad de estos nutrientes es crítica y limitante en su alimentación y 
reproducción (Mattson, 1980; Ayres et al., 2000). Estas dos hipótesis (menos defensas y 
mejor calidad nutricional de los tejidos para los herbívoros) podrían explicar los 
resultados observados en campo en los que la alta disponibilidad de nutrientes en el 
suelo debido al aporte generado por la fertilización de establecimiento provocó un 
incremento de la susceptibilidad de Pinus a la herbivoría por H. abietis (Zas et al., 2006; 
Zas et al., 2008), pero no se conoce su importancia relativa. 
Por otro lado, la variación genética en la resistencia es un campo de 
investigación de gran relevancia pues, como proponen varios autores (Alfaro y Ying, 
1990; Mutikainen et al., 2000; King et al., 2004; Rosner y Hannrup, 2004; O'Reilly-
Wapstra et al., 2006; Donaldson y Lindroth, 2007; Alfaro et al., 2008), es fundamental 
para entender la evolución de los caracteres de defensa, y punto de partida para la 
selección de árboles menos susceptibles a la herbivoría. Sin embargo, la mayor parte de 
esta investigación ha sido llevada a cabo sobre las defensas constitutivas (Lindroth et 
al., 2001; Rosner y Hannrup, 2004; Osier y Lindroth, 2006; Donaldson y Lindroth, 
2007), por lo que la existencia de variación genética en la capacidad de producir 
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defensas inducidas no está muy clara (Agrawal et al., 2002), y todavía menos en 
especies arbóreas. Se han propuesto varias explicaciones para el mantenimiento de la 
variación genética en los caracteres de resistencia constitutiva, como por ejemplo la  
hetereogeneidad ambiental, la diversidad de enemigos, etc. Sin embargo, la variación 
genética en la capacidad de inducción, que es el resultado de la combinación de 
caracteres constitutivos e inducidos, está en general mucho menos estudiada. Además, 
se ha propuesto que puede existir un compromiso evolutivo entre ambos tipos de 
defensas (constitutivas e inducidas; ver Koricheva et al., 2004), aunque estos 
compromisos no están descritos específicamente en especies de coníferas (Figura 2.1). 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1. Algunas de las posibilidades sobre la variación genética en defensas 
constitutivas e inducidas. (a) No existe variación genética ni en defensas constitutivas ni 
inducidas. (b) Existe variación genética en defensas constitutivas, y aunque no haya 
variación en la capacidad de inducción, se mantiene la variación en la capacidad 
defensiva tras la inducción  (c) Existe variación genética en defensas constitutivas y en 
la capacidad de inducción, pero tras la inducción los niveles defensivos globales no 
difieren entre familias pues la inducción en inversamente proporcional a los niveles 
constitutivos de defensas. 
 
A pesar de que se sabe por trabajos anteriores que la intensidad y eficacia de los 
mecanismos de defensa está fuertemente determinada por el genotipo de la planta y por 
los factores ambientales, la mayor de estos trabajos fueron realizados en especies 
herbáceas, existiendo todavía un desconocimiento muy grande del efecto de estos dos 
factores sobre las defensas de especies de vida larga como las coníferas. Concretamente, 
todavía no existen estudios que junten el efecto de estos dos factores (ambiente y 
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genotipo) sobre las defensas de P. pinaster, una de las especies arbóreas más 
importantes desde el punto de vista económico y ecológico en el suroeste de Europa. A 
todo esto hay que sumarle que la mayor parte de la investigación en esta dirección se ha 
centrado sobre las defensas constitutivas. Los efectos del ambiente y el genotipo sobre 
las defensas inducidas todavía permanecen poco estudiados. Además de todo esto, los 
costes en términos de fitness asociados a la producción de defensas, bien sean 
constitutivas o bien inducidas, tampoco están todavía muy claros, especialmente en 
especies de vida larga como las coníferas. Dentro del contexto de maximización de 
beneficios y minimización de costes, sería esperable que la disponibilidad de recursos 
afectase a la inversión relativa que una planta realiza en defensas constitutivas e 
inducidas (Figura 2.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2. De acuerdo con las teorías ecológicas expuestas anteriormente (ver Figura 
1.10) las plantas invierten generalmente más recursos en defenderse cuando viven en 
ambientes estresados. Sin embargo, hasta la fecha se sabe poco sobre qué estrategias de 
defensa inducida resultan más favorables ante diferentes disponibilidades de recursos en 
coníferas. Por un lado, (a) podría ser esperable que las estrategias defensivas basadas en 
la producción de defensas inducidas fuesen más importantes en ambientes con alta 
disponibilidad de nutrientes, ya que existe un excedente de recursos disponible para ser 
invertido después de un daño o agresión. Alternativamente, (b) también podría ser 
esperable que las plantas que crecen en ambientes con pocos nutrientes, donde sus 
tejidos tienen un valor muy alto en términos de coste de síntesis, sean las que obtengan 
el máximo beneficio de su capacidad de inducir defensas en esas circunstancias.  
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En la presente tesis se planteó como objetivo principal el estudio de los efectos de la 
disponibilidad de P en el suelo y la variación genética en las defensas constitutivas e 
inducidas de juveniles de P. pinaster. La razón para escoger plantas juveniles de P. 
pinaster como sistema de estudio fue que la resistencia a la herbivoría durante las 
primeras etapas de vida se considera como básica y fundamental ya que es precisamente 
durante estas etapas cuando los efectos de los insectos herbívoros son extremadamente 
críticos. 
Tomando como punto de partida los resultados obtenidos en campo (Zas et al., 
2005; Zas et al., 2006) donde la fertilización (especialmente fosfórica) y el genotipo 
tuvieron un efecto muy notorio sobre la resistencia de P. pinaster al ataque de H. abietis 
(ver apartado 1.4.5) se planteó un primer estudio observacional de campo en dos 
parcelas del plan de mejora de P. pinaster en Galicia, una atacada por H. abietis y la 
otra análoga pero libre de ataque. El objetivo de este estudio fue determinar si la 
fertilización afectaba al sistema de canales resiníferos y a la calidad nutricional de los 
tejidos de la planta (capítulo 1), dos factores que podrían dar respuesta a los resultados 
obtenidos previamente. 
El grueso de la presente tesis (capítulos 3, 4 y 5) constó de un experimento en 
invernadero en condiciones controladas de luz, humedad y temperatura y donde se 
manipularon los tratamientos de fertilización fosfórica y se incluyeron varias familias de 
P. pinaster. En estos capítulos se estudiarán los efectos de la disponibilidad de P en el 
suelo y del genotipo de los pinos sobre: (a) las defensas químicas cuantitativas 
constitutivas e inducidas con MJ y los costes vegetativos asociados a su producción 
(capítulo 3), (b) las defensas cualitativas constitutivas e inducidas con MJ, medidas 
como el perfil de terpenos en las acículas (capítulo 4) y (c) el reparto de la biomasa y de 
la concentración de nutrientes  en modo constitutivo e inducido con MJ en los diferentes 
tejidos de la planta (capítulo 5). Los cambios o modificaciones en el reparto y en la 
concentración de nutrientes en los diversos tejidos de la planta debido a la herbivoría 
(real o simulada) pueden considerarse como respuestas inducidas basadas en 
incrementar la tolerancia al daño. 
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Antes de realizar este experimento en el invernadero se planteó un capítulo 
previo de carácter metodológico (capítulo 2) con la necesidad de determinar si la 
aplicación de MJ en diferentes concentraciones y partes de la planta tiene efectos 
significativos sobre las defensas químicas y sobre la resistencia de P. pinaster a la 
herbivoría. A pesar de que existen evidencias claras de que la aplicación exógena de MJ 
tiene efectos significativos sobre las variables anteriormente descritas en otras especies 
de coníferas, hasta la fecha no existe ningún trabajo que lo demuestre en P. pinaster. 
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4. Capítulo I: Alteraciones del sistema de 
canales resiníferos y del estado nutricional de 
una plantación de juveniles de Pinus pinaster 
atacada por Hylobius abietis: efecto de la 
fertilización. 
 
 
 
 
Los resultados de este capítulo han dado lugar a las siguientes publicaciones: 
Xoaquín Moreira, Luis Sampedro, Rafael Zas and Alejandro Solla (2008) Alterations of the 
resin canal system of Pinus pinaster seedlings after fertilization of a healthy and of a 
Hylobius abietis attacked stand. Trees, Structure and Function 22:771-777. 
 
Luis Sampedro, Xoaquín Moreira, Patricia Martíns and Rafael Zas (2009) Growth and 
nutritional response of Pinus pinaster after a large pine weevil (Hylobius abietis) attack. 
Trees, Structure and Function 23:1189-1197. 
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4.1. Introducción 
En coníferas, el sistema de canales resiníferos presente tanto en el tallo como en las 
hojas está considerado como el principal mecanismo de defensa contra el ataque de 
herbívoros. Los canales resiníferos pueden clasificarse, como la mayoría de las defensas 
en coníferas, como constitutivos o inducidos. Los canales constitutivos están presentes 
longitudinalmente tanto en el floema como en el xilema y son considerados como la 
primera barrera defensiva contra los agentes invasores (Franceschi et al., 2005). Estos 
canales están rodeados por unas células epiteliales que sintetizan y secretan resina al 
lumen extracelular donde se acumula bajo presión. Cuando los insectos rompen estas 
estructuras al comer los tejidos, la resina es liberada repeliendo el avance del invasor, 
arrastrándolo hacia el exterior, atrapándolo en el pegajoso flujo o incluso provocando su 
muerte debido a las propiedades tóxicas de la resina (Phillips y Croteau, 1999). A su 
vez, tras la evaporación de sus componentes volátiles, la resina cristaliza, esterilizando y 
sellando las zonas afectadas. Por otro lado, cuando se produce una agresión o daño en la 
planta el cambium revierte la producción de traqueidas normales y pasa a producir 
canales de resina inducidos, llamados canales resiníferos traumáticos (Alfaro, 1995). 
Estos canales traumáticos aparecen normalmente en el xilema en forma de anillo 
concéntrico y su finalidad es aumentar el flujo y la acumulación de resina (Alfaro, 1995; 
Franceschi et al., 2002; Hudgins y Franceschi, 2004). El número, el tamaño y la 
densidad de los canales resiníferos determinan en gran medida el potencial de un árbol 
de ser atacado o no (Alfaro, 1995; vanAkker et al., 2004). Así, la densidad de 
canales resiníferos axiales se correlaciona de forma estrecha con el flujo y la 
efectividad de la resina como sistema defensivo (Alfaro et al., 2002), 
habiéndose utilizado como carácter de defensa en algunas coníferas (Alfaro et 
al., 1997). 
Varias teorías ecológicas proponen que una mayor disponibilidad de recursos 
para las plantas, por ejemplo debido a una mayor disponibilidad de nutrientes en el 
suelo, provoca una disminución de las defensas en las plantas (Stamp, 2003) y con ello 
una menor resistencia a los agentes invasores (Selander y Immonen, 1992; Mutikainen 
et al., 2000). Las plantas deben optimizar la cantidad de energía y recursos que dedican 
a cada una de sus funciones por lo que la distribución de recursos entre crecimiento, 
defensa y reproducción puede estar sujeta a compromisos entre dichas funciones. De 
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este modo, un aumento en la disponibilidad de recursos para las plantas podría provocar 
un aumento del crecimiento y una disminución de las defensas. Por lo tanto, también 
sería esperable que un aumento en la disponibilidad de nutrientes provocase cambios en 
el sistema de canales resiníferos de las coníferas. Sin embargo, hasta la fecha, este 
fenómeno ha sido poco estudiado, si bien vanAkker et al. (2004) observaron una 
disminución en la densidad de canales resiníferos en abetos fertilizados. 
Por otro lado, la disponibilidad de nutrientes afecta de forma directa a los niveles 
de nutrientes en los tejidos de las plantas, siendo esperable mayores concentraciones de 
nutrientes en los tejidos de las plantas que crecen en condiciones de abundancia de 
recursos (Zas, 2003b). Este hecho podría tener también un efecto importante en el 
comportamiento y en la dinámica poblacional de los herbívoros. Se conoce que el 
contenido en N y P en los tejidos de las plantas es muy bajo comparado con los 
requerimientos del insecto, por lo que la disponibilidad de estos nutrientes podría ser 
crítica y limitante en el comportamiento alimenticio de los mismos (Ayres et al., 2000). 
Así, los insectos herbívoros podrían preferir plantas bien nutridas cuyos tejidos 
acumulan altas concentraciones de nutrientes. Por ejemplo, el contenido en 
carbohidratos y nutrientes, especialmente nitrógeno, es mayor en genotipos de abeto 
Douglas susceptibles a un defoliador que en genotipos resistentes, y la eficacia 
biológica del agresor es menor cuando se alimenta de tejidos de baja calidad nutritiva 
(Clancy et al., 2004). De forma equivalente el aumento de la concentración foliar de N 
tras la fertilización nitrogenada de masas adultas de P. radiata, provocó un aumento de 
la defoliación por Essigella califormica (Hopmans et al., 2008). Sin embargo, la 
implicación de la calidad nutritiva como mecanismo de resistencia se complica por la 
elevada variación ontogénica y fisiológica de los metabolitos primarios, y por ello ha 
sido en general poco estudiada (Larsson, 2002). 
 El ataque masivo del curculiónido Hylobius abietis L. a uno de los ensayos 
familia × fertilización del plan de mejora de Pinus pinaster Ait. en Galicia brindó la 
oportunidad de estudiar los efectos del genotipo y de la fertilización en la preferencia de 
este insecto. Los resultados de este estudio previo mostraron que el insecto prefirió 
claramente unas familias de pino a otras (Zas et al., 2005) y, también, que prefirieron a 
las plantas fertilizadas, especialmente aquellas fertilizadas con fósforo (Zas et al., 
2006). La preferencia del insecto por las plantas fertilizadas podría ser debida bien a una 
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disminución de las defensas, como sugieren los modelos teóricos, o bien a una mejora 
de la calidad nutricional de los tejidos provocada por la fertilización. En este capítulo, 
de carácter descriptivo, se estudiaron los efectos de la disponibilidad de nutrientes y del 
ataque masivo de H. abietis durante dos años consecutivos en el sistema de canales 
resiníferos y en el estado nutricional de juveniles de P. pinaster pertenecientes al ensayo 
familia × fertilización atacado por H. abietis anteriormente descrito. Como se carece de 
valores de referencia para ninguna de las variables de defensa y nutrición antes del 
ataque (principalmente porque el primer ataque comenzó inmediatamente después de 
plantar), se estudiaron estas mismas variables en un ensayo familia × fertilización 
idéntico y muy próximo al anterior, pero libre del ataque. 
 
4.2. Material y métodos 
4.2.1 Área de estudio 
El área de estudio está localizada en el Oeste de Galicia (Noroeste de España). Se trata 
de dos ensayos idénticos familia × fertilización pertenecientes al plan de mejora de P. 
pinaster de Galicia instalados en Rianxo y Rebordelo. La parcela de Rianxo se ubica al 
SE de la Sierra del Barbanza (42.36ºN, 8.46ºO, 90 m de altitud), en el límite entre las 
provincias de A Coruña y Pontevedra. El ensayo fue instalado en Marzo de 2003, un 
año después de la corta de un antiguo monte maduro de P. pinaster. La presencia de 
numerosos tocones recién cortados y gran cantidad de restos de corta hizo que en el 
verano de 2003, escasos meses después de la plantación, apareciese un ataque masivo 
del curculiónido comedor de corteza H. abietis (Zas et al. 2005, 2006).  
La parcela de Rebordelo está ubicada en el MVMC de Rebordelo (42.46ºN, 
8.48ºO, 530 m de altitud) a unos 20 km de Pontevedra en al Ayuntamiento de Cotobade. 
El ensayo fue instalado también en Marzo de 2003 y presentaba antes de la plantación 
una vegetación de matorral denso. Este ensayo ha permanecido libre de ataques de 
insectos u hongos, y se ha considerado como nivel de referencia de árboles sanos no 
atacados. 
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Las condiciones climáticas y edafológicas fueron similares entre ambas parcelas 
(Tabla 4.1), estando separadas entre sí por una distancia de 30 km. 
 
Tabla 4.1. Detalles climatológicos y edáficos de los dos ensayos familia × fertilización 
de P. pinaster utilizados en el presente capítulo. 
 
 
 Parcela 
 Rebordelo Rianxo 
Precipitación anual (mm) 2380.5 1872.1 
Precipitación estival (mm) 79.0 56.9 
Temperatura media anual (ºC) 11.3 14.5 
pH 4.0 4.3 
Materia orgánica (%) 18.1 17.0 
N total (g kg-1) 7.1 6.3 
P Olsen (mg kg-1) 4.2 4.7 
K+ (mg kg-1) 94.9 117.0 
Ca+2 (mg kg-1) 68.7 52.7 
Mg+2 (mg kg-1) 25.6 24.4 
 
4.2.2 Material vegetal y diseño experimental 
El material de mejora en ambos ensayos consistió en 28 familias de polinización abierta 
de P. pinaster procedentes de árboles plus seleccionados en la región de procedencia 1a 
Noroeste-Litoral y 3 lotes testigo de semilla comercial (TCOS, material identificado de la 
región de procedencia 1a Noroeste-Litoral; TINT, material identificado de la región de 
procedencia Noroeste-Interior; TSER, material cualificado del huerto semillero mejorado 
de Sergude, A Coruña). Los ensayos se distribuyeron conforme a un diseño split-plot 
replicado en 10 bloques, con 9 tratamientos de fertilización como factor principal 
(factor whole-plot) y las familias como factor secundario (factor split-plot) (Zas et al., 
2005; Zas et al., 2006). Los 9 tratamientos de fertilización de establecimiento se 
diseñaron por combinación de 4 abonos comerciales mono- y bi-elementales: N como 
nitrato amónico (5 g N planta-1), P como superfosfato triple (10 g P planta-1), K como 
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sulfato potásico (15 g K planta-1) y Mg como sulfato magnésico (5 g Mg planta-1) (ver 
detalles en Martíns et al. 2009). La fertilización se aplicó manualmente alrededor de las 
plantas en el momento de la plantación. El número total de plantas de P. pinaster 
presentes en ambos ensayos fue de 2790 plantas (31 entidades genéticas × 9 
tratamientos de fertilización × 10 bloques). 
 
4.2.3 Muestreo en el campo 
Para el estudio del sistema de canales resiníferos, en Octubre del 2004 se muestrearon 
destructivamente en las dos parcelas una planta de P. pinaster en 5 bloques y en 5 
tratamientos de fertilización, un control no fertilizado y los otros con una base común  
de sulfato de potasio y magnesio pero diferenciados por la presencia o ausencia de 
nitrato amónico y fosfato cálcico (+N+P, -N+P, +N-P, -N-P) (Tabla 4.2). El P es el 
elemento más limitante en los suelos forestales en Galicia, mientras que el N suele estar 
en exceso (Zas, 2003a; Martíns et al., 2009). Las plantas evaluadas en este ensayo 
pertenecen al lote de semilla procedente del huerto semillero de Sergude empleado 
como testigo (TSER). El total de plantas muestreadas fue de 25 por parcela (5 bloques × 
5 tratamientos). 
Para el estudio del estado nutricional, en Diciembre del 2004 se muestrearon en 
cada una de las parcelas 5 familias de P. pinaster en 5 bloques y en los 5 tratamientos 
de fertilización anteriores (Tabla 4.2).  Tres familias adicionales se muestrearon en los 
10 bloques y en los mimos 5 tratamientos de fertilización. El número total de plantas del 
muestreo fue de 275 por parcela (5 familias × 5 bloques × 5 tratamientos + 3 familias × 
10 bloques × 5 tratamientos). El muestreo de la concentración de nutrientes se realizó en 
las acículas a pesar de que H. abietis es un insecto que come en el floema. La 
explicación fue que un muestreo del floema sería completamente destructivo e 
implicaría la muerte de la planta, por se realizó una correlación entre concentración de 
nutrientes en el floema y en las acículas en una submuestra de la parcela. 
Específicamente se muestrearon las mismas 25 plantas que para el estudio de los 
canales resiníferos para analizar esta correlación. 
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Tabla 4.2. Tratamientos de fertilización de establecimiento aplicados a juveniles de P. 
pinaster. La presencia o ausencia de nutrientes en cada tratamiento de fertilización está 
indicada por + y –, respectivamente. 
   Tratamiento 
Nutriente Fertilizante Dosis (planta-1) control +N+P -N+P +N-P -N-P 
N Nitrato amonio 5 g N - + - + - 
P-Ca Fosfato cálcico 10 g P - + + - - 
K Sulfato potásico 15 g K - + + + + 
Mg Sulfato magnésico 5 g Mg - + + + + 
 
4.2.4 Muestreo, preparación y análisis del sistema de canales resiníferos 
Para el estudio histológico se tomaron segmentos de 15 cm de longitud del tallo 
principal, bajo el último verticilo superior. Las muestras se fijaron con ácido acético 
formaldehído (70 % etanol (EtOH), formaldehído, ácido acético y glicerol) durante dos 
semanas, para luego transferirlas a 70% EtOH  hasta su procesado.  A continuación, se 
procedió al corte y tinción de las muestras. En base a pruebas previas, se eligió el 
microtomo de deslizamiento para hacer los cortes de las muestras, con un espesor de 
corte de 90 μm. Se realizaron dos cortes por muestra. Para el proceso de tinción se 
sumergieron las muestras cortadas en una disolución de Safranina acuosa (1 % w/v) 
durante 12 horas. A continuación se lavaron las muestras en agua destilada durante 
aproximadamente 2 minutos para eliminar los excesos de tinte y se procedió a la 
deshidratación de las mismas metiéndolas en 30 %, 50 %, 70 % y 95 % EtOH durante 
2-5 minutos en cada paso. Después se metieron las muestras en una solución 95 % 
EtOH y Fast Green FCF (0,1% w/v)  durante 5 segundos y se lavaron durante 5 minutos 
en 95 % EtOH (Ruzin, 1999). Las muestras se colocaron en portaobjetos (2 cortes por 
cada muestra) utilizando una gota de glicerol para que no se secasen los cortes y 
finalmente se taparon con un cubreobjetos. 
El último paso fue fotografiar las muestras con una cámara Nikon Digital DS-
U1, montada en un microscopio binocular Nikon SMZ-U con un aumento de 20x. El 
análisis de imagen se realizó con el software Image-Pro Plus v.4.5, en dos cuadrantes de 
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cada uno de los dos cortes de las muestras, cubriendo aproximadamente el 50% del área 
total.  
El sistema de canales resiníferos del tallo fue caracterizado a través de tres 
variables: 
● Densidad de canales en el xilema y en el floema: Es el número de canales por 
unidad de superficie del xilema o floema (número mm-2).  
● Área media de los canales resiníferos del xilema y del floema: el área de cada 
uno de los canales del xilema y del floema se obtuvo calculando la superficie de la 
elipse correspondiente, en μm2. 
● Área conductora relativa del xilema y del floema: Se calculó dividiendo el 
área ocupada por los canales resiníferos del xilema o del floema entre el área total del 
xilema o del floema. Se expresó en %. 
 
4.2.5 Muestreo, preparación y análisis de los nutrientes en el floema y en las 
acículas 
Para el estudio del estado nutricional se tomaron muestras de acículas en 8 familias de 
P. pinaster. Se tomaron como mínimo 100 acículas maduras del año por planta, por 
debajo del verticilo final (crecimiento de otoño) y siempre orientadas hacia el Oeste. 
Las acículas fueron separadas de la vaina con la ayuda de unas tijeras pequeñas. Todas 
las muestras se secaron en una estufa a una temperatura de 65ºC hasta peso constante 
(aproximadamente 5 días). Por último, se molieron las muestras hasta que quedaron en 
forma de polvo y se almacenaron en oscuridad hasta la digestión. 
Para el estudio de la relación entre la concentración de nutrientes en el floema y 
las acículas se muestrearon acículas maduras (de forma idéntica al anterior párrafo) y un 
segmento de tallo de 15 cm de longitud situado por debajo del último verticilo, al que se 
le separó el floema del tallo con la ayuda de un bisturí. Previamente, la superficie de los 
troncos se limpió cuidadosamente de los restos de vainas y resina. A partir de este 
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punto, el procesado fue idéntico al realizado anteriormente, es decir, secado, triturado y 
almacenamiento.  
Finalmente, se evaluó en todas las muestras la concentración de N por análisis 
elemental y de P por ICP tras digestión en una mezcla de selenio y ácido sulfúrico (ver 
apartado 11.5).  
 
4.2.6 Análisis estadístico 
Los efectos de la fertilización en las variables estudiadas para los canales resiníferos se 
analizaron mediante el PROC-MIXED del paquete estadístico SAS System (Littell et 
al., 2006) siguiendo el siguiente modelo lineal: 
Yijk = μ + Si + Fj + B(S)ik + S×Fij  + εijk,  
donde μ es la media general, Si y Fj son los efectos del sitio i (i = 1 a 2) y del 
tratamiento de fertilización j (j = 1 a 5),  B(S)ik es el efecto del kth bloque anidado dentro 
del ith sitio, S×Fij  es la interacción entre el sitio y el tratamiento de fertilización, y εijk es 
el error experimental. Todos los factores excepto el término de error fueron 
considerados fijos. 
Dentro de cada sitio, la concentración de nutrientes fue analizada usando el 
PROC-MIXED del paquete estadístico SAS System (Littell et al., 2006) y siguiendo el 
siguiente modelo mixto: 
Yijk = μ + Fi + Gj + Bk + F × Gij + F × Bik + εijk  
donde μ es la media general, Fi, Gj and Bk son los efectos del tratamiento de 
fertilización i (i = 1 a 5), la familia j (j = 1 a 8) y el bloque k (k = 1 a 10),  F × Gij, y F × 
Bik son las correspondientes interacciones, y εijk es el error experimental. Para analizar el 
factor principal (fertilización) con el término de error adecuado, la interacción F × B se 
consideró como un efecto aleatorio, definiendo las unidades experimentals del factor 
principal (Littell et al., 2006). Para el propósito de este trabajo, el factor de estudio 
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principal fue el tratamiento de fertilización y sus interacciones. La familia se incluye en 
el modelo únicamente para mejorar la potencia del análisis estadístico. 
En todos los casos se verificó la normalidad y la homogeneidad de los residuos 
de los análisis. Cuando los efectos principales fueron significativos (P<0,05), las 
diferencias entre las medias fueron testadas con el LSMEAN statement. Los datos 
fueron mostrados como las LS means ± error estándar (lsmeans ± s.e.m.). 
Por último, se emplearon regresiones lineales para evaluar la relación entre la 
concentración de nutrientes en el floema y en las acículas.  
 
4.3. Resultados 
4.3.1 Efecto de la fertilización y del ataque de H. abietis en el sistema de canales 
resiníferos 
La fertilización afectó significativamente a la densidad de canales resiníferos del floema 
(Tabla 4.3). El control no fertilizado presentó una densidad de canales un 30% mayor 
que los tratamientos de fertilización en los que faltaba alguno de los dos nutrientes (N ó 
P) (Figura 4.1a). Por el contrario, no se observó efecto significativo de la parcela en esta 
variable (Tabla 4.3, Figura 4.2a). El factor parcela sí que afectó significativamente al 
área conductora del floema (Tabla 4.3), siendo ésta menor en la parcela atacada (Figura 
4.3a). El área media de los canales de resina del floema no estuvo significativamente 
afectada ni por la parcela ni por el tratamiento de fertilización (Tabla 4.3).  
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Tabla 4.3. F-ratio y valores de significación del ANOVA mostrando el efecto del sitio y 
de la fertilización en los canales resiníferos en el floema y en el xilema de juveniles de 
P. pinaster. La significación está indicada por asteriscos (* = P < 0.05; ** = P < 0.01; 
*** = P < 0.001). 
  
Efecto 
  
 
       
        Variable Sitio (S) 
F(1, 31) 
Fertilización (F) 
F(4, 31) 
Bloque (B) 
F(9, 31) 
S x F 
F(4, 31) 
Canales resiníferos del floema     
      Densidad  0,3 2,8* 3,8** 1,8 
      Área media del canal 2,0 2,3 0,8 1,1 
      Área conductora  7,5* 0,3 0,5 0,3 
Canales resiníferos del xilema     
      Densidad  29,8*** 0,8 0,7 1,7 
      Área media del canal 1,2 1,5 1,4 0,8 
      Área conductora  18,8*** 0,8 0,5 1,3 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1. Efecto de la fertilización en la densidad de canales resiníferos en el floema 
(a) y en el xilema (b) en juveniles de P. pinaster. Los datos se muestran como lsmean ± 
s.e. N = 5 por tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas a P < 
0,05.  
 
La densidad de canales resiníferos y al área conductora del xilema variarion 
significativamente ente parcelas (Tabla 4.3). La densidad de canales resiníferos y el área 
conductora en el xilema fueron 1,7 y 1,5 veces superiores, respectivamente, en la 
parcela atacada por H. abietis que en la parcela sana (Figuras 4.1b, 4.3b). Sin embargo, 
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no se observaron diferencias significativas entre parcelas para el área media de los 
canales resiníferos del xilema (Tabla 4.3). El tratamiento de fertilización no tuvo efecto 
significativo en ninguna de las variables del sistema de canales resiníferos del xilema 
anteriormente mencionadas (Tabla 4.3). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2. Densidad de canales resiníferos en el floema (a) y en el xilema (b) en 
juveniles de P. pinaster en dos ensayos familia x fertilización, uno de ellos atacado por 
H. abietis (Rianxo) y el otro no atacado (Rebordelo). Los datos se muestran como 
lsmean ± s.e. N = 25 por sitio. Letras diferentes indican diferencias significativas a P < 
0,05.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3. Área conductora en el floema (a) y en el xilema (b) en juveniles de P. 
pinaster en dos ensayos familia x fertilización, uno de ellos atacado por H. abietis 
(Rianxo) y el otro no atacado (Rebordelo). Los datos se muestran como lsmean ± s.e. N 
= 25 por sitio. Letras diferentes indican diferencias significativas a P < 0,05. 
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4.3.2 Efecto de la fertilización y del ataque de H. abietis en el estado nutricional de 
la plantación 
La fertilización tuvo un efecto significativo sobre la concentración de P y N en las 
acículas de las plantas de la parcela no atacada (Tabla 4.4). Como era esperado, la 
concentración de P en las acículas fue mayor en los tratamientos de fertilización que 
contenían dicho nutriente (Figura 4.4a). El contenido de N, que es considerado un 
nutriente superfluo en los suelos gallegos, fue mayor en las plantas control que en las 
fertilizadas (Figura 4.4b). Por el contrario, no se observó un efecto significativo de la 
fertilización en la concentración de nutrientes en la parcela atacada (Tabla 4.4; Figuras 
4.4c, 4.4d).  
 
Tabla 4.4. Resumen del modelo mixto para la concentración de fósforo y nitrógeno en 
las acículas de juveniles de P. pinaster en dos ensayos familia x fertilización, uno de 
ellos atacado por H. abietis (Rianxo) y el otro no atacado (Rebordelo). 
    Fósforo (P)  Nitrógeno (N) 
 1GLnumerador  GLdenominador  F P >F  F P >F 
Rianxo (atacada)         
Bloque 9 36  2,23 0,043  0,74 0,668 
Fertilización (F) 4 36  1,41 0,251  0,96 0,441 
Familia (G)  7 153  0,81 0,578  1,09 0,374 
G × F 28 153  1,21 0,231  1,10 0,340 
Rebordelo (no atacada)         
Bloque 9 36  2,23 0,043  1,27 0,288 
Fertilización (F) 4 36  3,87 0,010  4,27 0,006 
Familia (G)  7 177  2,38 0,024  2,29 0,029 
G × F 28 177  0,75 0,813  0,75 0,810 
1 GL = grados de libertad. 
 
En la parcela no atacada, la concentración de nutrientes en el floema y en las 
acículas mostró una relación lineal, fuerte y positiva tanto para el N (Figura 4.5a) como 
para el P (Figura 4.5b). Sin embargo, no se observó esta relación floema-acículas para la 
concentración de P en la parcela atacada (Figura 4.5b), indicando la existencia de una 
Variación genética y disponibilidad de nutrientes en las defensas de P. pinaster 
67 
alteración estequiométrica en los tejidos de la planta. Finalmente, sí se observó una 
relación floema-acículas, aunque muy baja, en la concentración de N en la parcela 
atacada (Figura 4.5a). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4. Efectos de la fertilización en la concentración de fósforo (a,b) y nitrógeno 
(c,d) en las acículas de juveniles de P. pinaster en dos ensayos familia x fertilización, 
uno de ellos atacado por H. abietis (Rianxo, barras negras) y otro no atacado 
(Rebordelo, barras blancas). Los datos se muestran como lsmean ± s.e. N = 55 por 
tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas a P < 0,05. 
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Figura 4.5. Relación entre la concentración de nitrógeno (a) y fósforo (b) en las 
acículas y en el floema en juveniles de P. pinaster en dos ensayos familia x 
fertilización, uno de ellos atacado por H. abietis (Rianxo, puntos negros) y el otro no 
atacado (Rebordelo, puntos blancos). Cada punto representa un individuo, N = 25. 
 
4.4. Discusión 
4.4.1 Sistema de canales resiníferos 
La fertilización de establecimiento disminuyó significativamente la densidad de canales 
resiníferos en el floema como previamente se observó en árboles de 12 años de edad de 
Picea glauca x P. engelmannii (vanAkker et al., 2004). Los resultados de este trabajo 
concuerdan con las predicciones de varias teorías ecológicas sobre la respuesta 
defensiva esperable de las plantas a un incremento en la disponibilidad de nutrientes 
(Stamp, 2003). Estas teorías, como la optimal defense theory (Pavia et al., 2002) o 
growth-differentiation balance (Herms, 2002) predicen que la síntesis de compuestos 
defensivos carbonados podría estar limitada por el crecimiento, ya que defensas y 
crecimiento compiten por los mismos recursos. De este modo, incrementos en el 
crecimiento de las plantas podrían ir acompañados de una menor inversión relativa de 
las plantas en defensas. En este sentido, varios autores han observado una mayor 
incidencia de los insectos herbívoros después de fertilizar (Selander e Immonen, 1992; 
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Perkins et al., 2004; vanAkker et al., 2004). Por ejemplo, en un estudio sobre abetos de 
Norteamérica bajo diferentes tratamientos de fertilización, vanAkker et al. (2004) 
observaron que el ataque de Pissodes strobi (Peck) fue mayor en las plantas más 
fertilizadas, asociando este aumento de la susceptibilidad a una disminución de la 
densidad de canales resiníferos. La fertilización es una herramienta selvicultural 
ampliamente recomendada en suelos forestales pobres como los gallegos, donde existe 
un déficit importante de nutrientes (Zas, 2003a; Zas y Serrada, 2003). Teniendo en 
cuenta los resultados de este capítulo, las importantes ventajas de la fertilización en 
cuanto a la mejora del crecimiento en diámetro y altura en las plantaciones jóvenes de 
coníferas podrían verse contrarrestadas por una reducción de la capacidad defensiva y 
por tanto un aumento del riesgo fitosanitario en las plantaciones. Este razonamiento 
genera un importante paradigma entre la conveniencia de fertilizar, siendo fundamental 
considerar el riesgo de ataques de insectos en la toma de decisiones. 
Los resultados de este trabajo también mostraron que el sistema de canales 
resiníferos del xilema aparece más desarrollado en la parcela atacada (Rianxo) que en la 
no atacada (Rebordelo). En particular, la densidad de canales resiníferos y el área 
conductora en el xilema, variables representativas de la capacidad de defensa de las 
plantas frente a herbívoros, fueron significativamente mayores en la parcela atacada. Sin 
embargo, el diseño del estudio no permite concluir que estas diferencias entre parcelas 
en el grado de desarrollo del sistema de canales resiníferos fueron debidas única y 
exclusivamente al ataque del insecto, pues el efecto del ataque se confunde con otros 
posibles efectos derivados de las diferencias ambientales entre las dos parcelas. En 
cualquier caso, la similitud ambiental entre ambas parcelas, con propiedades edáficas 
similares (Tabla 4.1), un índice de sitio equivalente, y una respuesta en crecimiento a 
los diferentes tratamientos de fertilización muy parecida (Martíns et al., 2009), sugiere 
que las diferencias en el sistema de canales resiníferos del xilema entre ambas parcelas 
obedece a una respuesta inducida al ataque del insecto. 
Por otro lado, no se han podido identificar canales traumáticos en el xilema como 
los que han encontrado otros autores en otras especies. Así como en abetos y píceas se 
ha descrito una morfología diferente para los canales traumáticos o inducidos (Alfaro, 
1995; Byun McKay et al., 2003; Krokene et al., 2003), en las preparaciones histológicas 
de este trabajo no se han podido adscribir los canales observados en el xilema como 
Capítulo I: Alteraciones del sistema de canales resiníferos y del estado nutricional 
 70
constitutivos o inducidos. Los canales traumáticos aparecieron dispersos por el xilema, 
y no en forma de anillos concéntricos como sucede en abetos y píceas (Alfaro, 1995). 
Debido a la ausencia de estudios anteriores sobre canales resiníferos traumáticos en P. 
pinaster, adultos o juveniles, es posible que en esta especie no aparezcan estos canales 
traumáticos en forma de anillo. Sin embargo, la ausencia de anillos definidos de canales 
traumáticos podría también deberse a que el ataque de H. abietis en la parcela se 
prolongó durante muchos meses, abarcando todo el período de crecimiento de los 
árboles. Contrariamente a lo que sucedió en los canales del xilema, la parcela no tuvo 
efecto significativo en la densidad de canales en el floema. Estos resultados son acordes 
a los observado por Franceschi et al. (2005), donde encontraban que la densidad de 
canales en el floema no estaba afectada por los daños que sufren las plantas, ya que 
estos canales eran en su mayoría constitutivos y su formación estaba regulada 
principalmente por el genotipo de la planta y el ambiente abiótico. Por el contrario, el 
sistema de canales resiníferos del xilema además de formar parte del sistema de 
defensas constitutivos, responde al ataque de insectos aumentando la densidad 
conductora mediante la generación de nuevos canales traumáticos.  
 
4.4.2 Estado nutricional 
En la parcela no atacada la concentración de P en las acículas incrementó notablemente 
al fertilizar con P, mientras que no hubo respuesta en el caso del N. La respuesta a los 
tratamientos de fertilización en la parcela no atacada está de acuerdo con las 
deficiencias típicas encontradas en los suelos gallegos (Martíns et al., 2009). En esta 
región el P es claramente el elemento más limitante mientras que el N suele estár en 
exceso (Martíns et al., 2009). El mayor contenido de N en las acículas de las plantas 
control podría ser explicado por un efecto de dilución en las plantas fertilizadas debido a 
su mayor crecimiento promovido por la fertilización base de sulfato de potasio y de 
magnesio. Sin embargo, y en contra de lo esperado, no se observó un efecto 
significativo de la fertilización en la concentración de P y N en las acículas de las 
plantas estudiadas en la parcela atacada por H. abietis. El hecho de que la concentración 
de fósforo en las acículas en la parcela atacada no haya reflejado la aplicación de los 
diferentes tratamientos de fertilización sugiere una importante alteración del estado 
fisiológico de la planta, pues es bien sabido que la concentración foliar se emplea como 
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indicador del estado nutricional de las plantas (Zas y Serrada, 2003) y que la 
fertilización con nutrientes limitantes incrementa significativamente la concentración de 
éstos en las distintas partes de la planta (Warren et al., 2005). 
Otro descubrimiento de este estudio fue que las plantas atacadas por H. abietis 
mostraron una alteración estequiométrica en la concentración de P y N entre floema y 
acículas. La concentración de nutrientes en hojas, tallos y raíces está por lo general 
fuertemente correlacionada (Parks et al., 2000). En este estudio, y como era esperado, se 
observó una relación positiva, lineal y muy acentuada entre la concentración de fósforo 
y nitrógeno en las acículas y en el floema de las plantas analizadas en la parcela sana 
(Rebordelo). Sin embargo, esta relación no existió en la parcela atacada. A pesar de que 
las parcelas son diferentes, lo cual impide realizar comparaciones estadísticas, la 
diferencia observada entre las mismas sugiere que el ataque del insecto fue el 
responsable de estas alteraciones. Tanto los niveles de partida de nutrientes en el suelo, 
como la respuesta en crecimiento a los distintos tratamientos de fertilización fue similar 
en las dos parcelas (Martíns et al., 2009). Por tanto, es el ataque del insecto en Rianxo la 
causa más plausible de las diferencias observadas entre parcelas en las relaciones 
estequiométricas de nutrientes. Una posible explicación para estas alteraciones en la 
distribución de nutrientes en las plantas atacadas es que las plantas, como respuesta 
inducida al ataque de los depredadores, varían la concentración foliar de nutrientes 
mediante translocación de éstos entre tejidos, con el fin de disminuir el grado de ataque 
futuro (Polley y Detling, 1989). Por trabajos anteriores se sabe que la baja calidad 
nutricional de los tejidos puede ser un mecanismo de resistencia importante ya que los 
requerimientos nutricionales del insecto suelen ser muy altos (Clancy et al., 2004). Otra 
posible explicación alternativa podría ser que el ataque del insecto, un curculiónido 
comedor de corteza y floema, causó importantes daños vasculares en la planta, 
afectando a la capacidad de las mismas para transportar los nutrientes del suelo a los 
tejidos superiores. En este sentido, Orlander y Nilsson (1999) abrieron una posible 
discusión en la que proponían que el ataque de H. abietis provocaba importantes 
alteraciones en el sistema de transporte de nutrientes.  
Este es el primer trabajo que estudia el efecto de la fertilización sobre el desarrollo 
del sistema de canales resiníferos en juveniles de P. pinaster. Los resultados mostraron 
que la disponibilidad de nutrientes, aunque no parece afectar a las características y a la 
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densidad de los canales resiníferos del xilema, podría disminuir la densidad de canales 
resiníferos en el floema, la primera barrera de ataque para herbívoros de corteza, 
afectando así a la capacidad defensiva de la planta. La menor densidad de canales 
resiníferos observada en el floema en las plantas fertilizadas podría explicar la 
preferencia de H. abietis por estas plantas, tal y como se encontró en trabajos anteriores 
(Zas et al., 2005; Zas et al., 2006). Sin embargo, los sistemas defensivos en las plantas 
están sujetos también a un control genético muy fuerte por lo que sería recomendable 
incluir la variación genética en futuros experimentos. 
Por otro lado, el ataque de H. abietis alteró considerablemente el estado 
nutricional y la distribución de los nutrientes en los diferentes tejidos de la planta. La 
concentración de nutrientes en las acículas no fue acorde a la disponibilidad de 
nutrientes, bien sea por una respuesta inducida de la planta al ataque o bien porque los 
daños vasculares provocados por el ataque impidieron el transporte de los nutrientes del 
suelo a las plantas. La realización de posteriores experimentos en los que se emplearán 
elicitadores químicos de respuestas inducidas (por ejemplo el methyl jasmonato) que no 
causen daños vasculares en las plantas permitirá estudiar la existencia o no de una 
respuesta inducida basada en la redistribución de los nutrientes de unos tejidos a otros. 
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Como punto de partida de la presente tesis se planteó estudiar si la mayor susceptibilidad a H. 
abietis observada en los pinos fertilizados de una plantación del plan de mejora gallego era 
debido a una disminución de las defensas o a una mejora en la calidad nutricional de los tejidos. 
Los resultados del primer capítulo (estudio observacional en la parcela atacada) mostraron que 
la fertilización de establecimiento tiene efectos negativos en las defensas de los pinos juveniles, 
disminuyendo la densidad de canales resiníferos en el floema (primera barrera defensiva de los 
pinos). Sin embargo, aunque la fertilización de establecimiento tuvo probablemente efectos 
significativos en la calidad nutricional de los tejidos, la respuesta inducida al ataque del insecto 
impidió determinar en qué medida las variaciones en las concentraciones de nutrientes en los 
tejidos explican las preferencias del insecto.  
Las conclusiones de este primer capítulo derivan de un estudio observacional donde se 
comparaban los resultados de dos parcelas análogas, una atacada por H. abietis durante dos años 
consecutivos y otra sana. En la parcela atacada el insecto dañó al 94% de las plantas (Zas et al., 
2006), no existiendo plantas control libres de daños necesarias para estudiar en qué medida los 
patrones observados se deben a respuestas activas de las plantas a los daños del insecto Es por 
tanto necesaria una mayor profundización en el estudio de los efectos de la fertilización (y del 
genotipo) sobre las defensas constitutivas e inducidas de los pinos juveniles, y, especialmente, 
controlar y manipular el ataque del insecto. Para ello, se planteó un experimento (central de esta 
tesis) donde se incluían diferentes genotipos de pinos, tratamientos de fertilización y el empleo 
de un elicitador químico de respuestas inducidas (metil jasmonato, MJ) que simula los daños 
provocados por el insecto, de forma homogénea y sin dañar el sistema vascular de las plantas. 
Está demostrado en varias especies de coníferas que la aplicación exógena de MJ genera 
respuestas defensivas similares a las provocadas por los herbívoros (Franceschi et al., 2002; 
Hudgins et al., 2003; Heijari et al., 2005; Gould et al., 2008). También se demostró que su 
aplicación aumenta la resistencia de las plantas a una serie de insectos herbívoros y hongos 
(Heijari et al., 2005; Erbilgin et al., 2006; Zeneli et al., 2006; Heijari et al., 2008). Sin embargo, 
todavía no existen estudios que demuestren estos mismos efectos en P. pinaster. Por lo tanto, 
como segundo capítulo y previo al experimento central de esta tesis,  se planteó un experimento 
destinado a poner a punto la inducción defensas con MJ en P. pinaster. En este experimento se 
estudia si la aplicación exógena de MJ a juveniles de P. pinaster es efectiva en la inducción de 
respuestas defensivas y en la resistencia a H. abietis. Para el estudio de estos objetivos se 
emplearon varias concentraciones de MJ y varias zonas de aplicación en la planta buscando cuál 
de las alternativas era la mejor para realizar el experimento central de esta tesis.  
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5. Capítulo II: Respuestas defensivas de 
juveniles de Pinus pinaster a la aplicación 
exógena de metil jasmonato: efecto de la 
concentración, respuesta sistémica y resistencia 
contra Hylobius abietis. 
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5.1. Introducción 
En las últimas décadas, varios autores han descubierto que la aplicación de elicitadores 
químicos como el ácido jasmónico y su metil ester, metil jasmonato (MJ), el metil 
salicilato y el etileno puede inducir respuestas defensivas equivalentes a las producidas 
por ataques de insectos y patógenos (Thaler, 2002; Hudgins y Franceschi, 2004; 
Broekaert et al., 2006; Erbilgin et al., 2006). Todas estas sustancias son fitohormonas 
endógenas de las plantas que están ligadas a la producción de respuestas defensivas 
después del ataque de un herbívoro. Durante los primeros años de las década de los 90 
varios investigadores demostraron que la aplicación exógena de MJ a plantas anuales 
inducía la síntesis de compuestos defensivos como los alcaloides (Gundlach et al., 
1992; Creelman y Mullet, 1995). Años después, se llevaron a cabo experimentos 
similares en gimnospermas, observando que la aplicación de MJ inducía respuestas 
defensivas como la formación de canales de resina traumáticos, la acumulación de 
terpenos y el incremento en la síntesis de compuestos fenólicos (Franceschi et al., 2002; 
Martin et al., 2002; Heijari et al., 2005; Erbilgin et al., 2006; Zeneli et al., 2006). 
Además, en algunos de estos experimentos la aplicación de MJ también se mostró 
efectiva en la resistencia contra insectos herbívoros (Heijari et al., 2005) y hongos 
patógenos (Franceschi et al., 2002; Zeneli et al., 2006). En este sentido, Holopainen et 
al. (2009) sugirieron que la aplicación exógena de MJ puede ser empleada como 
herramienta alternativa para proteger los cultivos aumentando la resistencia a plagas y 
enfermedades. Sin embargo, la aplicación exógena de MJ también tiene sus 
inconvenientes ya que puede influir en otras funciones básicas de las plantas, como el 
crecimiento, la ontogenia o la fotosíntesis. En coníferas, se ha demostrado que la 
aplicación de MJ reduce drásticamente la tasa de crecimiento de las plantas y la 
actividad fotosintética (Heijari et al., 2005; Gould et al., 2008). 
Por otra parte, se sabe nada sobre en qué medida la respuesta a un ataque puntual 
se restringe al resto de la planta, es decir, si existe un efecto sistémico a lo largo de toda 
la planta. Algunos estudios en plantas adultas encontraron respuestas defensivas, como 
la formación de canales de resina traumáticos, en zonas no tratadas por encima y por 
debajo de la zona de aplicación del MJ (Franceschi et al., 2002; Hudgins et al., 2003). 
Este efecto sistémico del MJ en las respuestas defensivas entre diferentes regiones de 
las plantas podría ser muy importante para entender la resistencia sistémica.  
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Aunque son varios los trabajos que describen los efectos provocados  por la 
aplicación exógena de MJ en varias especies de coníferas (Thaler, 2002; Hudgins y 
Franceschi, 2004; Heijari et al., 2005; Broekaert et al., 2006; Erbilgin et al., 2006; 
Zeneli et al., 2006; Heijari et al., 2008), no se sabe nada sobre los mismos en Pinus 
pinaster Ait. El objetivo de este capítulo, de carácter metodológico, fue (i) comparar la 
inducción de defensas químicas mediante la aplicación exógena de MJ con métodos de 
inducción biológica (ataque de Hylobius abietis L.) y mecánica (heridas en el tallo), (ii) 
conocer los efectos de la aplicación de MJ bajo diferentes concentraciones en el 
crecimiento y en las defensas de juveniles de P. pinaster, (iii) comprobar la efectividad 
de la inducción de estas defensas estudiando la resistencia contra el herbívoro H. abietis 
mediante bioensayos tanto in vivo e como in Vitro, y (iv) estudiar la posibilidad de que 
existan efectos sistémicos del MJ, como sucede en otras especies, aplicando MJ en una 
rama basal lateral y evaluando los efectos sobre la rama opuesta sin tratar y sobre la 
parte apical del tallo. La elección de H. abietis como insecto modelo estuvo basada en 
que los daños provocados por este insecto en las plántulas llegan con facilidad a causar 
su muerte, afectando, por tanto, directamente al éxito reproductor de los árboles. Es de 
esperar, por tanto, que este insecto genere una presión selectiva sobre los mecanismos 
de defensa y tolerancia de los árboles.  
 
5.2. Material y métodos 
El material de estudio consistió en 33 familias de polinización abierta de P. pinaster 
procedentes de árboles plus seleccionados en un huerto semillero de primera generación 
(Sergude, 42,82ºN; 8,45ºO) que suministran semilla de alta calidad genética para 
reforestación en la costa Atlántica de Galicia. Para el estudio del primer objetivo de este 
trabajo (comparación de la aplicación con MJ con métodos de inducción biológica y 
mecánica) no existió una estructura genética. Este experimento (Experimento 1) constó 
de 32 plantas de P. pinaster de un año de edad cuyo genotipo es totalmente 
desconocido. Para el estudio de los otros tres objetivos de este capítulo se distribuyó de 
el material vegetal en tres experimentos diferentes, con 8 familias para el estudio del 
efecto de la concentración de MJ en las defensas químicas y en la resistencia in vitro a 
H. abietis (Experimento 2, 32 plantas), 17 familias para el estudio de la resistencia in 
vivo a H. abietis (Experimento 3, 102 plantas) y otras 8 familias para el estudio del 
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efecto sistémico del MJ (Experimento 4, 16 plantas). El número total de plantas entre 
los cuatro experimentos fue de 182. 
Todas las plantas de P. pinaster de los cuatro experimentos fueron sembradas de 
forma individual en macetas de 2 L en Febrero de 2006. Los experimentos fueron 
realizados en un invernadero del Centro de Investigación Forestal de Lourizán bajo 
condiciones controladas de luz, temperatura (alrededor de 25 ºC durante el día y 18 ºC 
por la noche) y humedad y con riego a diario. Después del sembrado, se fertilizaron 
todas las plantas con 6 g de un abono de liberación lenta, Multicote® (N:P:K 15:15:15).  
 
5.2.1 Experimento 1: Comparación de la aplicación exógena de MJ (inducción 
química) con la inducción biológica y mecánica 
En Marzo del 2006, cuando las plantas tenían alrededor de 50 cm de altura, se aplicó 
una suspensión 40 mM de MJ (Sigma-Aldrich, #39,270-7) en agua destilada con etanol 
al 2,5% (v/v). La aplicación de MJ se realizó en una cabina diferente al control, 
mediante pulverización con un fumigador de mano, y las plantas permanecieron allí 
separadas durante 24 h con el fin de que se volatilizase el exceso de MJ. A 
continuación, se devolvieron al diseño experimental. Para la inducción mecánica se 
realizaron tres heridas en el tallo con la ayuda de un sacabocados y para la inducción 
biológica se aislaron con una malla metálica dos adultos de H. abietis que 
permanecieron comiendo en las plantas durante 72 horas. Las plantas control no fueron 
tratadas con ningún tratamiento. El diseño experimental consistió en un diseño de 
bloques completos al azar. El número total de plantas fue de 32, correspondientes a 4 
tratamientos de inducción (control, MJ, H. abietis y heridas mecánicas) × 8 bloques. 
Diez días después de la aplicación de los tratamientos se cosecharon todas las 
plantas. Para determinar los efectos de los distintos tratamientos en las respuestas 
defensivas se separaron por una parte una muestra de tallo de la parte basal y por otra 
una muestra de acículas de toda la planta y se guardaron en el congelador a -30 ºC. 
Finalmente se determinó la concentración de fenoles totales en las acículas por análisis 
colorimétrico mediante el método de Folin-Ciocalteu (ver apartado 11.2) y la 
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concentración de resina en los tallos por extracción gravimétrica con hexano (ver 
apartado 11.1). 
Los efectos de los factores de diseño en las variables defensivas fueron 
analizados mediante el PROC MIXED del SAS-System y siguiendo el siguiente modelo 
mixto: 
Yij = μ + Bi + Ij + εij, 
donde μ es la media general, Bi, e Ij son los efectos del bloque i (i = 1 a 8) y el 
tratamiento de inducción j (j = 1 a 4) y εij es el error experimental. Ambos factores 
fueron considerados fijos. Verificamos la normalidad y la homogeneidad de todos los 
datos. Cuando los efectos principales fueron significativos (P<0,05), las diferencias 
entre las medias fueron testadas con el LSMEAN statement (SAS-Institute 1999). Los 
datos fueron mostrados como las LS means ± error estándar (lsmeans ± s.e.m.). 
 
5.2.2 Experimento 2: Efecto de la concentración de MJ 
En Marzo del 2006, cuando las plantas tenían alrededor de 60 cm de altura, se aplicaron 
suspensiones con una concentración 0, 5, 50 y 100 mM de MJ en agua destilada con 
Tween-20® (TW20) al 0,1% (v/v). Las plantas control (0 mM de MJ) fueron tratadas 
solamente con la solución de TW20. El proceso de aplicación del MJ fue idéntico al 
empleado en el Experimento 1. El diseño experimental consistió en un diseño de 
bloques completos al azar, con las 8 familias de pino actuando como bloques, es decir, 
sin réplicas de las familias dentro de cada tratamiento de MJ, pero incluyéndose el 
mismo material genético en cada tratamiento (n = 8). El número total de plantas fue de 
32, correspondientes a 4 tratamientos de MJ × 8 familias de pino. 
Se midió la altura y el diámetro basal de todas las plantas en el momento de la 
aplicación de los tratamientos de MJ y al final del experimento. Sesenta días después de 
la aplicación de los tratamientos se cosecharon todas las plantas. Para determinar los 
efectos de la concentración de MJ en las respuestas defensivas se separaron por una 
parte una muestra de tallo de la parte basal y por otra una muestra de acículas de toda la 
planta y se guardaron en el congelador a -30 ºC. Finalmente se determinó la 
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concentración de fenoles totales en las acículas por análisis colorimétrico mediante el 
método de Folin-Ciocalteu (ver apartado 11.2) y la concentración de resina en los tallos 
por extracción gravimétrica con hexano (ver apartado 11.1). 
Para evaluar los efectos de la aplicación de MJ en la efectividad de la resistencia 
frente a H. abietis se realizó un bioensayo in vitro ofreciendo pequeñas secciones de 
tallo de las plántulas a insectos adultos en placas Petri. Inmediatamente después del 
cosechado se separaron 5 piezas  de 2,5 cm de longitud de la parte basal del tallo de 
cada una de las plantas,  midiéndose el diámetro de cada una de ellas. Se colocó una 
pieza de cada familia bajo el mismo tratamiento de MJ en una placa Petri y se dejó que 
un insecto adulto de peso conocido comiese durante 48 h en oscuridad (8 piezas de tallo 
del mismo tratamiento de MJ por placa) (Figura 5.1). Transcurrido este período de 
tiempo se midió el área comida por el insecto en mm2. El área comida fue estimada 
midiendo la longitud de las heridas causadas por el insecto en cuatro transectos 
longitudinales de cada pieza de tallo. El número total de placas fue de 20, 
correspondientes a 5 réplicas × 4 tratamientos de MJ. Este experimento fue realizado 
con insectos adultos de H. abietis capturados durante la primavera del 2006 en 
Cuspedriños (Monte Vecinal de Xan Xurxo de Sacos, 42,30 ºN; 8,30 ºO, altitud 550 m). 
Para la captura de insectos adultos vivos se realizó un experimento en el que se comparó 
la eficacia de distintos métodos de trampeo. En este experimento, establecido en 5 sitios 
de captura, se ensayaron 2 atrayentes (esencia de trementina + etanol o α-pineno + 
etanol) y 2 sustratos (ramillas o corteza de pino) en un diseño factorial. Los mejores 
resultados de captura se observaron cuando se empleó corteza de pino rociada con 
trementina + etanol en abundancia (ver detalles de este experimento en Anexo 5).  
Los efectos de la concentración de MJ en las variables de crecimiento y defensa 
fueron analizadas mediante el PROC MIXED del SAS-System y siguiendo el siguiente 
modelo mixto: 
Yij = μ + MJi + Gj + COVij + εij, 
donde μ es la media general, MJi, y Gj son los efectos de la concentración de MJ 
i (i = 1 a 4) y la familia j (j = 1 a 8), COVij es el efecto de la covariable, y εij es el error 
experimental. El factor familia (G) fue considerado como un efecto aleatorio. La altura 
y el diámetro fueron analizadas usando su medida inicial (momento de aplicación del 
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MJ) como covariable. El diámetro final se utilizó como covariable en el análisis de la 
concentración de resina en el tallo y de fenoles totales en las acículas. 
El bioensayo in vitro con H. abietis fue analizado mediante un modelo mixto 
utilizando los datos individuales de cada pieza de tronco para permitir el empleo del 
diámetro de la misma como covariable. Las placas Petri, anidadas dentro del tratamiento 
de MJ, fueron incluidas como un efecto aleatorio para explicar la dependencia de las 
observaciones dentro de cada placa, y analizar el factor principal (los tratamientos de 
MJ) con los grados de libertad apropiados (Littell et al., 2006). 
Verificamos la normalidad y la homogeneidad de todos los datos. Cuando los 
efectos principales fueron significativos (P<0,05), las diferencias entre las medias 
fueron testadas con el LSMEAN statement. Los datos fueron mostrados como las LS 
means ± error estándar (lsmeans ± s.e.m.). 
 
 
 
 
 
Figura 5.1. Ejemplo de una placa Petri del bioensayo in vitro con H. abietis del 
experimento 1. 
 
5.2.3 Experimento 3: Efecto de la aplicación de MJ en la resistencia in vivo a H. 
abietis 
Este experimento, realizado sobre 17 familias de P. pinaster, se estableció para 
determinar si la inducción de defensas con MJ es eficaz protegiendo a las plantas frente 
al insecto modelo H. abietis. En Junio del 2006, cuando las plantas tenían alrededor de 
120 cm de altura, se aplicó mediante spray una suspensión de 100 mM de MJ en agua 
destilada con TW20 al 0,1% (v/v) en la mitad de las plantas. La otra mitad de las plantas 
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fueron tratadas solamente con la solución de TW20 (tratamiento control). El proceso de 
aplicación del MJ fue idéntico al empleado en el Experimento 1. Las plantas se 
colocaron en el invernadero mediante un diseño de bloques completos al azar con un 
número total de 102 plantas, correspondientes a 2 tratamientos de MJ × 3 bloques × 17 
familias. 
 Se midió la altura total y el diámetro basal en el momento de la aplicación del 
MJ y al final del experimento, sesenta días después de aplicar el MJ. A continuación se 
estableció en el invernadero un bioensayo in vivo confinando durante 48 h individuos 
adultos de H. abietis dentro de mallas situadas alrededor de la parte central del tallo de 
las plantas. Los insectos empleados en este experimento fueron capturados en 
regenerados de pino en las proximidades de Pontevedra de la misma manera que en el 
Experimento 2 (ver detalles en Anexo 5). Se colocaron, recluidos por una malla plástica, 
dos insectos adultos en la parte central de cada planta sobre un segmento de tallo de 
aproximadamente 25 cm de longitud (Figura 5.2). Todos los insectos fueron 
previamente pesados y almacenados en ayunas durante las 24 h previas al ensayo en 
placas Petri. Después de 48 h de alimentación de los insectos, se cosecharon todas las 
plantas y se almacenaron a -30 ºC en el congelador. En el laboratorio, se midieron los 
daños en el tallo causados por el insecto en mm2 planta-1 con la ayuda de papel 
milimétrico transparente. 
El efecto del tratamiento de MJ, la familia y sus interacciones en la altura total 
de las plantas y en el daño causado por H. abietis fue analizado con el PROC MIXED 
del SAS-System (Littell et al., 2006) y siguiendo el siguiente modelo mixto: 
Yij = μ + MJi + Gj + Bk + MJGij + COVij + εij, 
donde μ es la media general, MJi, Gj y Bk son los efectos de la concentración de 
MJ i (i = 1 a 4), la familia j (j = 1 a 8), y el bloque k (k = 1 a 3), MJGij es la interacción 
entre el tratamiento y la familia, COVij es el efecto de la covariable, y εij es el error 
experimental. El bloque fue considerado como un efecto aleatorio. Las covariables 
empleadas en el análisis de la altura y del daño fueron la altura inicial (en el momento 
de la aplicación del MJ) y el peso de los insectos, respectivamente. Verificamos la 
normalidad y la homogeneidad de todos los datos. Cuando los efectos principales fueron 
significativos (P<0,05), las diferencias entre las medias fueron testadas con el 
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LSMEAN statement. Los datos fueron mostrados como las LS means ± error estándar 
(lsmeans ± s.e.m.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2. Representación esquemática de la metodología usada para el bioensayo in 
vivo del Experimento 2. 
 
5.2.4 Experimento 4: Efecto sistémico del MJ 
En las plantas de otras 8 familias de P. pinaster se aplicó en Marzo de 2006 un 
tratamiento de pulverización con 100 mM de MJ (MJ + TW20) o un control (TW20) a 
una rama basal lateral (rama experimental). La aplicación se realizó con mucho cuidado 
mediante un spray protegiendo el resto de la planta con un plástico protector para evitar 
la contaminación (Figura 5.3). Se empleó, del mismo modo que en el Experimento 2, un 
diseño de bloques completo al azar con las familias actuando como bloques. El número 
total de plantas fue de 16, correspondientes a 2 tratamientos de MJ × 8 familias. Para 
determinar si la aplicación de MJ podría tener efecto sistémico en el crecimiento y las 
defensas, además de la rama experimental, se designó otra rama basal lateral como 
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“rama control”. Ésta, la rama experimental y la parte apical del tallo se consideraron 
como medidas repetidas evaluadas en el mismo sujeto (la planta) (Figura 5.3).  
Se midió la altura total y el diámetro de la planta y la longitud y el diámetro de 
las ramas control y experimental en el momento de aplicar los tratamientos de MJ y al 
final del experimento, sesenta días después de la aplicación de MJ, calculándose el 
crecimiento relativo de cada unda de estas variables. A continuación se cosecharon 
todas las plantas, determinándose el contenido de resina en la parte apical del tallo y en 
las ramas control y experimental y la concentración de fenoles totales en las acículas de 
la parte apical del tallo siguiendo la misma metodología que en los experimentos 
anteriores (ver apartados 11.1 y 11.2). 
Los efectos del tratamiento de MJ (TW20 o MJ+TW20) en el crecimiento 
relativo, en el contenido de resina en las ramas control y experimental y en el contenido 
de resina y de fenoles foliares en la parte apical del tallo fueron analizados usando un 
modelo mixto de medidas repetidas con la parte de la planta como factor intrasujeto y el 
tratamiento de MJ como factor entresujeto. La familia y la interacción entre la familia y 
la parte de la planta fueron también incluidas en el modelo como efectos aleatorios. 
Usando este modelo pudimos realizar contrastes específicos para analizar las diferencias 
entre los dos tratamientos (TW20 y MJ+TW20) en cada parte de la planta o entre las 
ramas experimental y control dentro de cada tratamiento. Todos los análisis fueron 
realizados usando el PROC MIXED del SAS-System (Littell et al., 2006). Verificamos 
la normalidad y la homogeneidad de todos los datos. Cuando los efectos principales 
fueron significativos (P<0,05), las diferencias entre las medias fueron testadas con el 
LSMEAN statement. Los datos fueron mostrados como las LS means ± error estándar 
(lsmeans ± s.e.m.). 
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Figura 5.3. Esquema del procedimiento experimental para analizar el efecto sistémico 
del MJ después de su aplicación en una rama basal lateral (Experimento 3). 
 
5.3. Resultados 
5.2.1 Experimento 1: Comparación de la inducción química de defensas (mediante 
la aplicación exógena de MJ) con la inducción biológica y mecánica 
La concentración de las defensas químicas estuvo afectada significativamente por los 
tratamientos de inducción (Tabla 5.1). Específicamente, la concentración de resina en el 
tallo fue un 38%, 53% y 43% mayor en las plantas tratadas con MJ (inducción química), 
con heridas mecánicas (inducción mecánica) y con H. abietis (inducción biológica), 
respectivamente, que en las plantas control (Figura 5.4a). De forma similar, la 
concentración de fenoles totales en las acículas fue alrededor del doble en las plantas 
tratadas con MJ, con heridas mecánicas y con H. abietis, respectivamente, que en las 
plantas control (Figura 5.4b). 
 
Parte apical
del tallo
100 mM MJ + Tween 20
Tween 20
Rama control 
no tratada
Rama experimental
Tratamientos
Plástico protector
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Tabla 5.1. Resumen del análisis del modelo mixto mostrando los efectos del bloque y 
del tratamiento de inducción en las defensas químicas (resina en el tallo y fenoles totales 
en las acículas) de juveniles de P. pinaster. GL num = grados de libertad del numerador 
y GL den = grados de libertad del denominador. 
   Resina Fenoles totales 
Efecto GL num GL den F P F P 
Bloque 7 20 7,51 <0,001 1,38 0,269 
Tratamiento de inducción 3 20 7,57 0,001 4,47 0,015 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.4. (a) Concentración de resina en el tallo y (b) concentración de fenoles totales 
en las acículas de juveniles de P. pinaster después de la aplicación de un tratamiento de 
inducción químico (40 mM MJ), mecánico (heridas en el tallo) y biológico (H. abietis). 
LS means ± s.e.m. (N = 8). Letras diferentes indican diferencias significativas entre 
tratamientos (P<0,05). 
 
5.3.2. Experimento 2: Efecto de la concentración de MJ  
La aplicación exógena de MJ aumentó la concentración de resina en los tallos de las 
plantas de P. pinaster (Tabla 5.2). La concentración de resina en las plantas tratadas con 
una concentración 100 mM de MJ fue casi el doble que en las plantas control (Figura 
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5.5a). Las plantas tratadas con concentraciones 5 mM y 50 mM de MJ presentaron 
valores intermedios, aunque no fueron significativamente diferentes a las plantas control 
(Figura 5.5a). La concentración de fenoles totales en las acículas también estuvo 
afectada por los tratamientos de MJ (Tabla 5.2), siendo ligeramente mayor en las 
plantas tratadas con una concentración 5 mM y mostrando los valores más bajos en el 
tratamiento 100 mM de MJ (Figura 5.5b). 
 
Tabla 5.2. Resumen del análisis del modelo mixto mostrando los efectos de los 
tratamientos de MJ en el crecimiento de juveniles de P. pinaster, en las defensas 
químicas del pino y en el área consumida por H. abietis en un bioensayo in vitro. GL 
num = grados de libertad del numerador y GL den = grados de libertad del 
denominador. 
Variable GL num GL den F P 
Altura total     
 Tratamientos de MJ 3 20 0,71 0,557 
 Covariable (altura inicial) 1 20 120,48 <0,001 
Diámetro     
 Tratamientos de MJ 3 20 0,20 0,892 
 Covariable (diámetro inicial) 1 20 73,46 <0,001 
Resina     
 Tratamientos de MJ 3 20 10,72 <0,001 
 Covariable (diámetro final) 1 20 15,28 <0,001 
Fenoles totales     
 Tratamientos de MJ 3 21 3,13 0,047 
 Covariable (diámetro final)1     
Área comida por H. abietis     
 Tratamientos de MJ 3 16 3,26 0.049 
 Covariable (diámetro de la pieza) 1 139 97,66 <0.001 
                     1 La covariable no fue significativa y fue retirada del análisis. 
 
Las variables de crecimiento estudiadas en este trabajo, altura total y diámetro 
basal, no resultaron afectadas por el tratamiento de MJ (Tabla 5.2). 
Por último, la aplicación de concentraciones crecientes de MJ redujo 
significativamente la cantidad de floema comida por el herbívoro H. abietis (Tabla 5.2). 
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Los insectos comieron un 80 % menos en las plantas tratadas con una concentración 
100 mM de MJ (Figura 5.5c). Como sucedió en el análisis del contenido de resina, los 
tratamientos con una concentración 5 mM y 50 mM de MJ presentaron valores 
intermedios (Figura 5.5c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.5. (a) Concentración de resina en el tallo, (b) concentración de fenoles totales 
en las acículas, y (c) área de floema comida por H. abietis en juveniles de P. pinaster 
dos meses después de la aplicación de diferentes concentraciones de MJ. LS means ± 
s.e.m. (N = 8). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos 
(P<0,05). 
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5.3.3 Experimento 3: Efecto de la aplicación de MJ en la resistencia in vivo a H. 
abietis 
La aplicación exógena de una concentración 100 mM de MJ disminuyó 
significativamente el crecimiento primario de las plantas (Tabla 5.3). Las plantas 
tratadas con MJ mostraron una altura un 6 % menor que las plantas control (Figura 
5.6a).  
Por otro lado, la aplicación de MJ incrementó la resistencia al insecto H. abietis, 
evaluada mediante el bioensayo in vivo (Tabla 5.3). Las plantas control (que solamente 
expresan defensas constitutivas) fueron atacadas de manera más intensa que las plantas 
tratadas con MJ (Figura 5.6b). 
 
Tabla 5.3. Resumen del análisis del modelo mixto mostrando los efectos de los 
tratamientos de MJ en el crecimiento de juveniles de P. pinaster, en las defensas 
químicas del pino y en el área consumida por H. abietis en un bioensayo in vitro. 
 
Variable DF DFerror F-ratio P 
Altura total     
 Tratamiento de MJ (MJ) 1 69 31,18 <0,001 
 Familia (G) 17 69 0,97 0,495 
 MJ x G 17 69 0,70 0,796 
 Covariable (altura inicial) 1 69 302,26 <0,001 
Área comida por H. abietis     
 Tratamiento de MJ (MJ) 1 68 5,19 0,026 
 Familia (G) 17 68 0,72 0,769 
 MJ x G 17 68 0,73 0,761 
 Covariable (peso del insecto) 1 68 8,43 <0,001 
 
Por último, no se observaron diferencias significativas ni en el crecimiento ni en 
la resistencia al insecto entre las distintas familias (Tabla 5.3). Además, todas las 
familias respondieron de forma similar a la aplicación del MJ, como indicó la falta de 
significación en la interacción MJ × familia (Tabla 5.3). 
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Figura 5.6. (a) Altura total, y (b) área de floema comida por H. abietis en juveniles de 
P. pinaster dos meses después de la aplicación de un tratamiento de MJ. LS means ± 
s.e.m. (N = 51). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos 
(P<0,05). 
 
 
5.3.4 Experimento 4: Efecto sistémico del MJ  
Sesenta días después de la aplicación del MJ+TW20 en las ramas experimentales, no se 
detectaron cambios significativos en el contenido de resina en éstas comparado con la 
aplicación de TW20 (F1,7 = 1,47; P = 0,249; Figura 5.7b). Sin embargo, la aplicación de 
MJ sí que inhibió el crecimiento secundario de las ramas tratadas (F1,7= 31,59; P = 
0,001; Figura 5.7a). Además también se detectó un efecto marginal en el crecimiento 
primario (F1,7 = 5,28; P = 0,056). 
La aplicación de MJ+TW20 en las ramas experimentales no afectó 
significativamente ni al contenido de resina (F1, 12 = 0,53; P = 0,53; Figura 5.7d), ni al 
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crecimiento secundario (F1, 12 = 1,30; P = 0,276; Figura 5.7c) ni al crecimiento primario 
(F1, 12 = 0,31; P = 0,587) de las ramas opuestas no tratadas (ramas control). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.7. Crecimiento y respuesta defensiva en tres partes diferentes de juveniles de 
P. pinaster dos meses después de la aplicación de TW20 o MJ+TW20 a una rama basal 
lateral. Las figuras muestran los valores observados en la rama experimental (a,b), y en 
la rama opuesta control no tratada del mismo árbol (c,d). Las figuras e y f muestran las 
respuestas defensivas en las acículas y en el tallo en la parte superior de las plantas, 
distanciada a más de 50 cm de la rama tratada. Di = diámetro inicial; Df = diámetro 
final. LS means ± s.e.m.; n.s.: no significativo.  
 
A pesar de que la aplicación de MJ+TW20 no incrementó significativamente el 
contenido de resina en las ramas experimentales comparado con la aplicación de TW20 
solamente, observamos que la aplicación de MJ+TW20 en las ramas experimentales 
incrementó el contenido de resina en dichas ramas en comparación con las ramas 
control (contraste específico en el modelo de medidas repetidas, F1,10 = 9,00; P = 
0,013). Sin embargo, este efecto no fue suficiente para encontrar diferencias entre las 
ramas experimentales tratadas con MJ+TW20 y las tratadas solamente con TW20, ya 
que la concentración en la rama experimental tratada con TW20 también aumentó el 
contenido de resina con respecto a la rama control, aunque no de forma significativa 
(F1,10 = 0,92; P = 0,358). 
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Por último, la aplicación de MJ en las ramas experimentales incrementó 
significativamente las respuestas defensivas en la parte apical del tallo. Tanto el 
contenido de resina del tallo (F1,8 = 7,89; P = 0,022; Figura 5.7f) como el contenido de 
fenoles totales en las acículas (F1,8 = 6,76; P = 0,036; Figura 5.7e) fueron 
significativamente mayores en las plantas tratadas con MJ+TW20 que las que sólo 
fueron tratadas con TW20. 
 
5.4. Discusión 
En el primer experimento de este trabajo se demostró que la aplicación de MJ en 
juveniles de P. pinaster induce defensas químicas cuantitativas similares a las generadas 
por la herbivoría real y por daños mecánicos. Este es el primer trabajo que compara 
estos tres tipos de tratamientos de inducción de defensas en coníferas y, por lo tanto, 
estos resultados tienen una gran trascendencia en cuanto a la realización de 
experimentos futuros empleando MJ como inductor de defensas en lugar de herbivoría 
real (menos uniforme y más laboriosa). 
En el segundo experimento de este trabajo se demostró que la aplicación de MJ 
en juveniles de P. pinaster aumenta el contenido de los compuestos defensivos y mejora 
la resistencia contra el herbívoro H. abietis medida mediante un bioensayo in vitro en el 
laboratorio. En este mismo sentido, en el tercer experimento también se observó una 
mayor resistencia a H. abietis en las plantas tratadas con MJ, aunque esta vez en un 
bioensayo in vivo (con planta viva) en el invernadero. Estos resultados sobre 
incrementos en las respuestas defensivas después de aplicar MJ son consistentes con los 
observados por otros autores en otras especies de coníferas (Martin et al., 2002; 
Hudgins et al., 2003; Hudgins et al., 2004; Hudgins y Franceschi, 2004; Zeneli et al., 
2006). Por ejemplo, Hudgins et al. (2004) observaron que la aplicación de una 
concentración 100 mM de MJ incrementaba la acumulación de resina en el tallo en 
varias especies de coníferas. De forma similar, Zeneli et al. (2006) también observaron 
incrementos en el flujo de resina y en el contenido de terpenos en los tallos de plantas 
de Picea abies después de aplicar varios tratamientos con diferentes concentraciones de 
MJ. Otros autores también han observado previamente que la aplicación de MJ inducía 
una resistencia efectiva contra insectos herbívoros (Heijari et al., 2005; Zeneli et al., 
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2006; Heijari et al., 2008). De forma similar a los resultados encontrados en este 
trabajo, Heijari et al. (2005) observaron en un bioensayo con plantas vivas que H. 
abietis consumía hasta un 62 % menos de floema en plantas de P. sylvestris tratadas con 
una concentración 100 mM de MJ que en plantas control no tratadas. Estos resultados 
podrían llevar a la conclusión de que la aplicación de MJ podría considerarse como un 
método eficaz de protección de las plantas contra el ataque de los herbívoros. Sin 
embargo, tal y como se ha observado en otros estudios y como se discute más adelante 
en este y otros capítulos de esta tesis, la aplicación de MJ también tiene efectos 
negativos en las plantas, como por ejemplo, importantes pérdidas en la tasa de 
crecimiento y reproducción o en la actividad fotosintética (van Dam y Baldwin, 1998; 
Heijari et al., 2005; Gould et al., 2008).  
La respuesta del contenido de fenoles totales en las acículas a los tratamientos de 
MJ no fue tan clara como en el caso de la resina. A pesar de que las plantas tratadas con 
una concentración 5 mM de MJ presentaron valores de contenido de fenoles totales 
significativamente mayores a los observados en las plantas control, dicho contenido 
descendió drásticamente en las plantas tratadas con la mayor concentración de MJ (100 
mM). En este estudio, muchas de las plantas tratadas con la concentración 100 mM de 
MJ presentaron signos de estrés o toxicidad en forma de acículas muertas o cloróticas 
que podrían alterar el contenido de los compuestos fenólicos en las acículas. En este 
sentido, la toxicidad del MJ cuando es aplicado en concentraciones altas fue observada 
previamente por Heijari et al. (2005), quienes observaron que un 56 % de las plantas 
tratadas con  100 mM de MJ morían al cabo de tres meses y medio, mientras que la 
mortalidad en ese período de tiempo para las plantas control era solamente del 1,6 %.  
Como se menciona anteriormente, en la gran mayoría de los estudios con 
coníferas, la aplicación de MJ es responsable de disminuciones importantes tanto en el 
crecimiento primario como en el crecimiento secundario (Heijari et al., 2005; Gould et 
al., 2008). Por ejemplo, Gould et al. (2008) observaron disminuciones importantes en la 
tasa de crecimiento una semana después de aplicar un tratamiento de 4,5 mM de MJ a 
plantas juveniles de P. radiata. En el tercer experimento de este Capítulo se observó 
que la aplicación de MJ sí que disminuyó significativamente el crecimiento en altura. 
Sin embargo, en el segundo de los experimentos (efecto de la concentración de MJ) ni la 
altura ni el diámetro resultaron afectados significativamente por la aplicación de MJ. La 
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ausencia de un efecto significativo del MJ sobre el crecimiento en este experimento 
resulta probablemente del escaso crecimiento de las plantas entre la aplicación de los 
tratamientos de MJ y la medición final las plantas (tan sólo 3,17 ± 0,51 mm frente a los 
6,76 ± 0,81 mm en el Experimento 3).  
En el cuarto de los experimentos, la aplicación de MJ en una rama basal lateral 
provocó respuestas inducidas en la parte apical del tallo, pero no en la rama opuesta no 
tratada. Estas respuestas inducidas lejos de la zona de aplicación consistieron en 
incrementos en la concentración de resina en el tallo y de los fenoles totales en las 
acículas. El efecto sistémico del MJ entre diferentes regiones de las plantas ha sido 
previamente observado por otros autores en árboles maduros (Franceschi et al., 2002; 
Hudgins et al., 2003). Por ejemplo, Franceschi et al. (2002) observaron en abetos 
adultos que aplicando MJ en una determinada zona se producían canales de resina 
traumáticos o inducidos a una distancia considerable de la zona de aplicación, si bien 
cuanto mayor es la distancia a la zona de aplicación más pequeños eran esos canales 
resiníferos. Por otra parte, también se puede extraer de este experimento que el 
incremento de la concentración de fenoles totales observado en la parte apical del tallo 
después de aplicar MJ en una concentración 100 mM a una rama basal lateral, sin existir 
efectos directos en ésta, refuerza la hipótesis de que podría producirse una toxicidad 
local provocada por las altas concentraciones de MJ.  
A pesar de encontrar un efecto sistémico del MJ en la parte apical, no se observó 
dicho efecto en la rama opuesta o control. Este resultado concuerda con las predicciones 
de los modelos teóricos vigentes. Así, la Optimal Defense Theory predice que las 
plantas, ante señales de estrés, redistribuyen una mayor cantidad de recursos defensivos 
hacia sus tejidos más valiosos (Hamilton et al., 2001; Pavia et al., 2002). Esta teoría es 
consistente con los resultados de este trabajo ya que las plantas tratadas con MJ 
presentaron una mayor concentración de compuestos defensivos en la parte apical del 
tallo que las no tratadas. La parte apical del tallo es la que contiene una mayor 
concentración de tejidos fotosintéticos y es además la que soporta el crecimiento 
primario. La protección de las ramas basales, ya maduras, podría no ser prioritaria en 
comparación a la parte apical del tallo. Esto podría no solamente explicar la ausencia de 
efecto sistémico del MJ en la rama opuesta o control sino también la ausencia de 
incrementos del contenido de resina y de las disminuciones del crecimiento observados 
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en las propias ramas experimentales. Sin embargo, la falta de respuesta local al MJ en 
las ramas experimentales también podría ser explicada por el incremento de resina 
observado después de aplicar el TW20, bien sea por la simple manipulación de la rama 
o bien como respuesta fisiológica al TW20. Aunque no existieron diferencias 
significativas, el contenido de resina en las ramas experimentales tratadas con TW20 
fue mayor que el de las ramas opuestas no tratadas, reduciendo de esta forma las 
diferencias entre las ramas experimentales tratadas con MJ+TW20 y con TW20 
solamente. En este sentido, la inducción de defensas después de aplicar TW20 ha sido 
observada anteriormente en algún estudio. Por ejemplo, Miller et al. (2005) 
demostraron que aplicando 0,1% TW20 a plantas de Picea sitchensis se incrementaba la 
concentración de diterpenos y sesquiterpenos con respecto a un control no tratado. Este 
resultado tiene una gran relevancia ya que el TW20 es el disolvente utilizado 
comúnmente en los experimentos con MJ.  
Este es el primer trabajo en el que se estudia el efecto del MJ en el crecimiento, 
en las respuestas defensivas y en la resistencia a herbívoros (tanto in vivo como in vitro) 
en plantas de P. pinaster. A pesar de que el número de muestras en alguno de los casos 
fue reducido, resultó suficiente para detectar un efecto significativo del MJ en el 
contenido de resina en los tallos (similar a la herbivoría real) y una importante 
reducción de los daños provocados por H. abietis evaluados mediante bioensayos in 
vivo e in vitro. Sin embargo, como sucede en otras especies de coníferas, estas mejoras 
en la resistencia a herbívoros son costosas en términos de eficacia biológica para las 
plantas, como demuestran las pérdidas de crecimiento observadas después de aplicar 
MJ.  Además, también se ha demostrado que la aplicación de MJ a una rama basal 
lateral fue capaz de inducir respuestas defensivas en la parte apical del tallo, aunque las 
respuestas no fueron uniformes a lo largo de la planta como demuestra la ausencia de 
efecto en las ramas basales opuestas. 
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Los resultados del segundo capítulo mostraron que, como sucedía en otras especies de coníferas, 
la aplicación exógena de MJ a juveniles de P. pinaster induce respuestas defensivas, reduce el 
crecimiento apical y aumenta la resistencia al ataque de H. abietis. Los resultados de este 
capítulo también mostraron que la concentración más idónea para emplear en juveniles de P. 
pinaster es entre 5-25 mM ya que concentraciones superiores a éstas pueden resultar tóxicas 
para las plantas, especialmente para los tejidos foliares de plántulas jóvenes. Teniendo en cuenta 
los resultados de este capítulo también se recomienda el uso de etanol como disolvente en la 
disolución de MJ en lugar del comúnmente empleado Tween-20.  
Además, también se ha demostrado que la aplicación de MJ a una rama basal lateral no 
es un método idóneo para inducir defensas de forma generalizada ya que, a pesar de que induce 
respuestas defensivas en la parte apical del tallo, las respuestas no fueron uniformes a lo largo 
de la planta como demuestra la ausencia de efecto en las ramas basales opuestas. 
Por lo tanto, en el experimento central de esta tesis, planteado con dos tratamientos de 
fertilización fosfórica (deficiente y completo) y varias familias de medios hermanos de P. 
pinaster, la inducción de defensas se realizó mediante aplicación de los tratamientos de MJ a lo 
largo de toda la planta, utilizando una concentración de 22 mM y etanol y agua destilada como 
disolvente. El objetivo de este experimento fue estudiar los efectos de la disponibilidad de 
fósforo y el genotipo en las defensas constitutivas e inducidas de juveniles de P. pinaster. 
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6. Capítulo III: Efecto de la disponibilidad de 
fósforo y del genotipo en las defensas 
cuantitativas de juveniles de Pinus pinaster. 
Costes vegetativos asociados a la producción de 
defensas constitutivas e inducidas por metil 
jasmonato. 
 
 
 
 
 
Los resultados de este capítulo han dado lugar a la siguiente publicación: 
Luis Sampedro, Xoaquín Moreira, and Rafael Zas (2010) Costs of constitutive and jasmonate-
induced pine tree chemical defenses emerge only under low resources availability. 
Journal of Ecology (major revision) 
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6.1. Introducción 
Las coníferas son generalmente árboles longevos y de gran porte y, precisamente, 
debido a estas características estas especies están más expuestas al ataque de insectos 
herbívoros y otras plagas. Para defenderse cuentan con defensas químicas de las cuales 
las más comunes son las defensas carbonadas (terpenos y compuestos fenólicos) que 
están presentes en concentraciones muy altas en los diferentes tejidos de la planta 
(Franceschi et al., 2005). Estas defensas, cuantitativamente, son muy efectivas contra el 
ataque de una gran variedad de herbívoros y patógenos (defoliadores, comedores de 
corteza, perforadores, hongos, etc.) (Hart, 1981; Mumm y Hilker, 2006) y, además, una 
mayor concentración de las mismas está asociada a una mayor resistencia de las plantas 
(Bauce et al., 1994; Wainhouse et al., 2008). 
La concentración de las defensas químicas carbonadas está fuertemente 
determinada por el genotipo de la planta (Rhoades, 1979). Sin embargo, estas defensas 
son variables plásticas y, por tanto, su concentración también podría estar determinada 
por las condiciones ambientales y por su interacción con el genotipo (Mutikainen et al., 
2000; Osier y Lindroth, 2006; Donaldson y Lindroth, 2007). En los últimos años varios 
modelos ecológicos, como por ejemplo la Optimal Defense Theory (Rhoades, 1979), 
Growth-Differentiation Balance (Lorio, 1986) o Carbon-Nutrient Balance (Bryant et 
al., 1983), han sido formulados con el objetivo de explicar la variación fenotípica de las 
plantas. Estos modelos predicen que un aumento en la disponibilidad de recursos para 
la planta (luz, agua, CO2 y nutrientes) conlleva una disminución de la inversión en 
defensas. Particularmente, existe una clara evidencia de que un aumento en la 
disponibilidad de nutrientes en el suelo afecta negativamente en la concentración de las 
defensas carbonadas de las plantas (Coley et al., 1985; Koricheva et al., 1998). Se 
encontraron resultados similares en especies arbóreas (Mutikainen et al., 2000; Osier y 
Lindroth, 2006; Donaldson y Lindroth, 2007) aunque, hasta la fecha, la información 
disponible en especies de coníferas es muy limitada (Kainulainen et al., 1996; 
Lombardero et al., 2000). Los estudios realizados sobre los efectos de la disponibilidad 
de nutrientes en los mecanismos de defensa de las plantas han estado mayoritariamente 
centrados en el nitrógeno (N). Sin embargo, otros macronutrientes como el fósforo (P) 
están también implicados en la resistencia de las plantas (Zas et al., 2006), aunque su 
influencia podría ser sustancialmente diferente. 
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El estudio de la variación genética en la resistencia a la herbivoría es 
fundamental desde un punto de vista evolutivo, y ha sido un foco importante de 
investigación durante las últimas décadas (Núñez-Farfán et al., 2007). La persistencia 
de la variación genética en los caracteres de defensa cuantitativos ha sido explicada en 
términos de los costes de producción de las defensas químicas y de la heterogeneidad 
espacial y temporal del balance de costes y beneficios de las variables de resistencia 
(Agrawal et al., 1999; Strauss et al., 2002). Sin embargo, aunque está claramente 
establecido que la producción de defensas es costosa en términos de eficacia biológica, 
aproximadamente en la mitad de los estudios no se han detectado esos costes. Se ha 
sugerido que esto podría ser debido a problemas experimentales (van Dam y Baldwin, 
1998), a errores estadísticos en las medidas (Koricheva, 2002) o a que estos costes tan 
sólo son aparentes bajo determinadas condiciones ambientales (Strauss et al., 2002). 
Por ejemplo, debido a que las defensas y el crecimiento compiten por los mismos 
recursos, sería esperable que los costes debidos a la producción de defensas sean más 
aparentes cuando los recursos son escasos. Sin embargo, los resultados en esta 
dirección son contradictorios (Koricheva, 2002). 
Los costes debidos a la producción de defensas justifican la evolución de las 
defensas inducidas, que generalmente son consideradas como estrategias de ahorro de 
energía, pues solamente son sintetizadas cuando son necesarias (Karban et al., 1997). 
Como sucede con las defensas constitutivas, las defensas inducidas también están 
determinadas por el genotipo y las condiciones ambientales (Lombardero et al., 2000; 
Kliebenstein et al., 2002) y son costosas de producir (van Dam y Baldwin, 1998; 
Agrawal et al., 1999). Sin embargo, la información disponible para las defensas 
inducidas es mucho más limitada que en el caso de las defensas constitutivas. En uno 
de los pocos trabajo disponibles, Lombardero et al. (2000) observaron que el flujo de 
resina en los tallos de árboles adultos de Pinus taeda era mayor cuando el crecimiento 
era mayor, es decir, cuando las condiciones ambientales eran favorables. Por otro lado, 
durante los últimos años existió un notable incremento en el número de estudios acerca 
de los costes de la producción de defensas inducidas en plantas anuales (Agrawal et al., 
1999; Redman et al., 2001; Van Dam y Baldwin, 2001; Agrawal et al., 2002), aunque 
la información en plantas leñosas todavía es muy escasa.  
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En este capítulo se estudió en primer lugar el efecto del genotipo, de la 
disponibilidad de P en el suelo y de sus interacciones en el crecimiento y en las 
defensas constitutivas e inducidas en juveniles de Pinus pinaster Ait. En segundo lugar 
se trató de identificar posibles compromisos (trade-offs) entre crecimiento y defensas 
constitutivas (costes vegetativos de las defensas constitutivas) y entre crecimiento y la 
inducibilidad de defensas (costes vegetativos de las defensas inducidas) y cual es el 
papel que juega la disponibilidad de nutrientes en dichos compromisos. Para evaluar 
estos dos objetivos se midió el crecimiento primario y secundario y la biomasa total 
como variables de eficacia biológica y la resina en el tallo y los fenoles totales y taninos 
condensados en las acículas como variables de defensa química.  
 
6.2. Material y métodos 
6.2.1 Diseño experimental 
El diseño del experimento fue un diseño split-split replicado en cuatro bloques, con dos 
tratamientos de disponibilidad de P (uno completo y el otro deficitario en P) actuando 
como factor whole, dos tratamientos de MJ (control –constitutivo- e inducido con MJ) 
como factor split y las familias de pino como factor split-split. En total fueron 528 
plantas, correspondientes a 4 bloques x 2 tratamientos de disponibilidad de P x 2 
tratamientos de MJ x 33 familias de pino. 
 
6.2.2 Material vegetal y condiciones del invernadero 
En Febrero del 2006, se sembraron en macetas de 2 l (llenas de perlita esterilizada y con 
una fina capa de arena en la parte superior) semillas pertenecientes a 33 familias de 
polinización abierta de P. pinaster procedentes de árboles plus seleccionados en un 
huerto semillero de primera generación (Sergude, 42,82ºN; 8,45ºO).  
Este experimento fue realizado en un invernadero del Centro de Investigaciones 
Forestales de Lourizán bajo condiciones controladas de luz, temperatura (alrededor de 
25 ºC durante el día y 18 ºC por la noche) y humedad y con riego diario.  
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6.2.3 Tratamientos de fertilización y de inducción de defensas 
En Marzo del 2006, una vez germinadas todas las semillas, se empezaron a aplicar dos 
tratamientos de fertilización diferentes (uno deficiente en fósforo y el otro completo) 
por sub-irrigación cada dos días. El tratamiento completo (20 mg P l-1) fue una 
fertilización balanceada preparada de acuerdo con los requerimientos óptimos para el 
crecimiento de P. pinaster en Galicia, llevando 100:20:70:7:9 mg l-1 de N:P:K:Ca:Mg 
respectivamente, y las cantidades necesarias de micronutrientes. La disponibilidad de P 
en el tratamiento deficitario fue reducida 10 veces a una concentración de 2 mg P l-1. 
Las disoluciones de los fertilizantes, presentes en depósitos de 250 l, fueron 
reemplazadas cada dos semanas y con el pH siempre ajustado a 6,5. 
En Agosto del 2006, cuando las plantas en los tratamientos de fertilización 
deficitario en P y completo tenían una altura de 22,6 ± 0,7 cm y 47,8 ± 1,2 cm, 
respectivamente, se trataron la mitad de las plantas con una solución 22 mM de MJ 
(Sigma-Aldrich, #39270-7) en agua destilada con etanol 2,5 % (v:v) para inducir 
defensas químicas. La otra mitad de las plantas fue tratada con la disolución de etanol y 
actuó como control (defensas constitutivas). Cada planta recibió, mediante una 
aplicación con spray, 2,6 ± 0,2 o 3,7 ± 0,3 ml de solución (plantas pequeñas –
tratamiento deficitario en P- y grandes –tratamiento completo-, respectivamente). La 
aplicación de MJ se realizó en una cabina diferente al control y las plantas 
permanecieron allí separadas durante 24 h con el fin de que se volatilizase el exceso de 
MJ. A continuación se devolvieron al diseño experimental. 
 
6.2.4 Mediciones, muestreo y análisis químicos 
En Agosto del 2006, veinticinco días después de aplicar el tratamiento de MJ, se midió 
la altura total y el diámetro basal de todas las plantas. Inmediatamente después se 
cosecharon todas las plantas separándolas en braquiblastos, acículas, tallos, raíces 
gruesas y raíces finas (<2 mm de diámetro) en sobres separados. Se muestreó un trozo 
del tallo de 10 cm de longitud en la parte basal para el análisis de resina por gravimetría 
(ver apartado 11.1). También se separó una muestra de aproximadamente 2 g de 
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acículas de toda la planta para a continuación secarla a 45 ºC en estufa para el análisis 
de los fenoles totales y taninos condensados por colorimetría (ver apartados 11.2 y 
11.3, respectivamente). Finalmente, se secaron todas las muestras de braquiblastos, 
acículas, tallos y raíces a 65 ºC en estufa y se determinó la biomasa total. La biomasa 
total correspondió a la suma de las biomasas de los tallos, acículas, braquiblastos y 
raíces finas y gruesas.  
En 11 de las familias de pino, se muestreó aproximadamente 1 g de tallo seco (a 
65 ºC) y se molió con nitrógeno líquido para la determinación de la concentración de 
almidón y azúcares solubles por colorimetría y siguiendo el método de la Antgona (ver 
apartado 11.4).  
 
6.2.5 Análisis estadístico 
Los análisis se llevaron a cabo con el PROC-MIXED del paquete estadístico SAS 
System, usando el modelo mixto apropiado para resolver los diseños split-split (Littell 
et al., 2006): 
Yijkl = μ+ Bi +Pj + MJk + Gl + B*Pij + P*MJjk + P*Gjl + MJ*Gkl + B*P*MJijk + 
P*MJ*Gjkl + εijkl     
donde μ es la media general, Bi, Pj, MJk y Gl son los efectos del bloque i (i = 1 a 
4), tratamiento de disponibilidad de P j (j = 1 a 2), tratamiento de MJ k (k = 1 to 2) y 
familia l (l = 1 a 11 en el análisis de almidón y azúcares solubles y 1 a 33 en el resto de 
variables), B*Pij, P*MJjk, P*Gjl, B*P*MJijk y P*MJ*Gjkl son las interacciones 
correspondientes y εijkl es el error experimental. 
Cuando los efectos principales fueron significativos (P<0,05), las diferencias 
entre las medias fueron testadas con el LSMEAN statement. Todas las variables se 
mostraron como las LS means ± error estándar (lsmeans ± s.e.m.). 
Se realizaron correlaciones familiares entre las variables de defensa y 
crecimiento en modo constitutivo entre familias y tratamientos de disponibilidad de P 
(N = 33) para evaluar los costes de las defensas constitutivas. 
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Para cuantificar los costes de las defensas inducidas en términos de crecimiento 
se realizaron correlaciones familiares para cada tratamiento de disponibilidad de P entre 
la inducibilidad de las defensas químicas (resina y compuestos fenólicos) y los costes en 
crecimiento debido a la inducción con MJ (altura total, diámetro basal y biomasa total). 
La inducibilidad de las defensas para cada familia de pino f se definió como la 
diferencia entre la concentración en plantas inducidas y control (constitutivo) (MJf-
CTRf), donde MJf y CTRf son las medias familiares para las plantas inducidas y control 
respectivamente. De modo similar, los costes vegetativos f (crecimiento) se definieron 
como la diferencia en altura, diámetro y biomasa entre las plantas inducidas y control 
(MJf-CTRf). La existencia de un compromiso o trade-off aparece como una correlación 
familiar negativa y significativa entre la inducibilidad y los costes vegetativos.  
 
6.3. Resultados 
6.3.1 Efecto de la disponibilidad de P, del genotipo y de la aplicación de MJ en el 
crecimiento y en las sustancias de reserva de los pinos  
La manipulación de la disponibilidad de P marcó diferencias significativas en el 
crecimiento de los pinos (Tabla 6.1). La altura total, el diámetro basal y la biomasa total 
en las plantas que crecieron bajo el tratamiento de estrés de P fueron un 40%, 20% y 
60% menores, respectivamente, que en las plantas que crecieron bajo el tratamiento de 
fertilización completo (Figuras 6.1). Sin embargo, la fertilización fosfórica no afectó 
significativamente a la concentración de azúcares solubles y de carbohidratos de 
reserva (almidón) de los tallos de las plantas (Tabla 6.2, Figuras 6.2). 
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Tabla 6.1. Resultados del modelo mixto para la altura, el diámetro basal y la biomasa 
total mostrando los grados de libertad (GLnum), los grados de libertad del denominador 
(GLden), los valores de F (F) y los niveles de significación asociados (P) para los 
efectos fijos (bloque, disponibilidad de fósforo, inducción con methyl jasmonato y 
familia de pino) y sus interacciones. Los valores de P significativos (P<0.05) aparecen 
en negrita.  
 
 
   Altura Diámetro Biomasa 
 GLnum GLden F P F P F P 
Bloque (B) 3 3 1,26 0,428 4,25 0,133 3,31 0,176 
Fósforo (P) 1 3 142,52 0,001 165,98 0,001 151,44 0,001 
Methyl jasmonato (MJ) 1 6 49,16 <0,001 6,66 0,042 22,29 0,003 
Familia (G) 32 383 1,69 0,013 3,06 <0.001 3,91 <0.001
P*MJ 1 6 0,18 0,688 0,33 0,584 2,55 0,161 
P*G 32 383 1,12 0,304 1,27 0,155 0,80 0,779 
MJ*G 32 383 1,33 0,116 0,78 0,802 0,95 0,547 
P*MJ*G 32 383 0,62 0,947 0,71 0,884 0,78 0,799 
 
 
 
 
Tabla 6.2. Resultados del modelo mixto para la concentración de azúcares solubles y 
almidón en los tallos mostrando los grados de libertad (GLnum), los grados de libertad 
del denominador (GLden), los valores de F (F) y los niveles de significación asociados 
(P) para los efectos fijos (bloque, disponibilidad de fósforo, inducción con methyl 
jasmonato y familia de pino) y sus interacciones. Los valores de P significativos 
(P<0.05) aparecen en negrita.  
 
   Azúcares Almidón 
 GLnum GLden F P F P 
Bloque (B) 3 3 0,36 0,791 0,98 0,506 
Fósforo (P) 1 3 3,79 0,147 1,55 0,302 
Methyl jasmonato (MJ) 1 6 0,02 0,905 5,86 0,046 
Familia (G) 10 116 1,67 0,095 0,43 0,928 
P*MJ 1 6 1,27 0,304 0,23 0,645 
P*G 10 116 1,11 0,364 1,15 0,335 
MJ*G 10 116 0,40 0,945 1,71 0,086 
P*MJ*G 10 116 1,09 0,375 0,69 0,729 
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Figura 6.1. Altura total (a), diámetro basal (b), y biomasa total (c) de juveniles de P. 
pinaster pertenecientes a 33 familias de polinización abierta en condiciones control 
(constitutivo, barras blancas) e inducidos con MJ (barras negras) creciendo en un medio 
rico en nutrientes (fertilización completa) y en otro con una disponibilidad reducida de 
fósforo (P). Las barras muestran las LS means ± s.e.m. (N = 132). Los valores de P en 
la tabla indican los resultados del modelo mixto, apareciendo en negrita los valores de 
P<0,05. * = efecto del MJ. 
 
Se observaron diferencias significativas entre familias para el crecimiento 
(Tabla 6.1). La altura total, el diámetro basal y la biomasa total variaron en un rango de 
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36.1 a 44.1 cm, de 4.0 a 4.9 mm y de 20.8 a 33.6 g, respectivamente, entre las familias. 
Sin embargo, las familias de pino no difirieron en su respuesta a la disponibilidad de P, 
como reveló la falta de significación en la interacción familia x tratamiento de 
disponibilidad de P (Tabla 6.1). No se observaron diferencias significativas entre las 
familias de pino para la concentración de azúcares solubles y almidón (Tabla 6.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2. Concentración de azúcares solubles (a) y de carbohidratos de reserva 
(almidón, b) en el tallo de juveniles de P. pinaster pertenecientes a 11 familias de 
polinización abierta en condiciones control (constitutivo, barras blancas) e inducidos 
con MJ (barras negras) creciendo en un medio rico en nutrientes (fertilización 
completa) y en otro con una disponibilidad reducida de fósforo (P). Las barras muestran 
las LS means ± s.e.m. (N = 44). Los valores de P en la tabla indican los resultados del 
modelo mixto, apareciendo en negrita los valores de P<0,05.  
 
La aplicación de MJ redujo significativamente el crecimiento (Tabla 6.1, 
Figuras 6.1) y las sustancias de reserva (Tabla 6.2, Figura 6.2b) de las plantas. La altura 
total, el diámetro basal, la biomasa total y la concentración de almidón de las plantas 
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tratadas con MJ fueron un 15%, 5%, 20%, 10% menores, respectivamente que en las 
plantas control (Figuras 6.1, Figura 6.2b). Sin embargo, la aplicación de MJ no afectó 
significativamente a la concentración de azúcares solubles en los tallos (Figura 6.2a). 
Las interacciones entre la familia y el tratamiento de MJ (G x MJ) y entre los 
tratamientos de disponibilidad de P y de MJ (P x MJ) no fueron significativas en ningún 
caso (Tablas 6.1, 6.2). 
 
6.3.2 Efecto de la disponibilidad de P, del genotipo y de la aplicación de MJ en las 
defensas químicas 
La disponibilidad de P afectó significativamente a las defensas químicas de los 
juveniles de P. pinaster (Tabla 6.3). La concentración de las defensas químicas 
disminuyó al incrementar la disponibilidad de P, pero la magnitud de la respuesta no 
difirió entre las familias de pino (interacción G x P no significativa). La concentración 
de resina en el tallo, de fenoles totales en las acículas y de taninos condensados en las 
acículas de las plantas que crecieron bajo el tratamiento deficitario en P fueron 40%, 
40% y 75% mayores, respectivamente, que en las plantas que crecieron bajo el 
tratamiento de fertilización completa (Figuras 6.3). 
La aplicación de MJ afectó significativamente a la concentración de las defensas 
químicas de los pinos (Tabla 6.3). La resina, los fenoles totales y los taninos 
condensados en las plantas tratadas con MJ fueron un 15%, 15% y 30% mayores que en 
las plantas control (Figuras 6.3). La inducción de compuestos fenólicos estuvo 
significativamente afectada por el tratamiento de disponibilidad de P (Figuras 6.3b, 
6.3c). La inducción de fenoles totales y de taninos condensados en las acículas de los 
pinos solamente fue significativa en el tratamiento deficitario en P. No se observó este 
mismo patrón en el análisis de la resina donde la aplicación de MJ incrementó la 
concentración de una forma muy similar (y significativa) en ambos tratamientos de 
disponibilidad de P (Figura 6.3a). 
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Tabla 6.3. Resultados del modelo mixto para la concentración de resina en el tallo y de 
fenoles totales y taninos condensados en las acículas mostrando los grados de libertad 
(GLnum), los grados de libertad del denominador (GLden), los valores de F (F) y los 
niveles de significación asociados (P) para los efectos fijos (bloque, disponibilidad de 
fósforo, inducción con methyl jasmonato y familia de pino) y sus interacciones. Los 
valores de P significativos (P<0.05) aparecen en negrita.  
 
 
   Resina Fenoles Taninos 
 GLnum GLden F P F P F P 
Bloque (B) 3 3 2,14 0,274 33,80 0,008 16,65 0,022 
Fósforo (P) 1 3 43,78 0,007 144,30 0,001 165,71 0,001 
Methyl jasmonato (MJ) 1 6 9,96 0,02 47,44 <0.001 33,16 0,001 
Familia (G) 32 378 1,56 0,029 1,78 0,007 1,47 0,049 
P*MJ 1 6 0,04 0,843 21,52 0,003 10,12 0,019 
P*G 32 378 1,12 0,306 0,78 0,801 1,31 0,127 
MJ*G 32 378 1,56 0,029 0,95 0,548 1,27 0,153 
P*MJ*G 32 378 1,43 0,067 1,08 0,351 0,85 0,704 
 
 
La concentración de las defensas químicas varió significativamente entre las 
familias de pino (Tabla 6.3). La resina, los fenoles totales y los taninos condensados 
variaron 1,8, 1,5 y 2,5 veces, respectivamente, entre las familias de pino. En el caso de 
la resina en el tallo, las familias de pino también difirieron en su respuesta a la 
inducción con MJ, como reveló la interacción significativa entre el genotipo y el 
tratamiento de MJ (G x MJ) (Tabla 6.3). No se observó este mismo patrón en el análisis 
de los compuestos fenólicos (Tabla 6.3). 
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Figura 6.3. Defensas cuantitativas de juveniles de P. pinaster pertenecientes a 33 
familias de polinización abierta en condiciones control (constitutivo, barras blancas) e 
inducidos con MJ (barras negras) creciendo en un medio rico en nutrientes 
(fertilización completa) y en otro con una disponibilidad reducida de fósforo (P). 
Concentración de resina en el tallo (a), de fenoles totales en acículas (b), y de taninos 
condensados en acículas (c). Las barras muestran las LS means ± s.e.m. (N = 132). Los 
valores de P en la tabla indican los resultados del modelo mixto, apareciendo en negrita 
los valores de P<0,05. * = efecto del MJ. 
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6.3.3 Correlaciones familiares entre crecimiento y defensas químicas 
Analizando las correlaciones familiares entre defensas constitutivas y crecimiento se 
observó que la disponibilidad de P determinó en gran medida los costes de las defensas 
constitutivas (Tabla 6.4). Se encontraron correlaciones familiares significativas y 
negativas entre la concentración de resina constitutiva y el crecimiento (altura y 
biomasa) en el tratamiento deficitario en P. Estas correlaciones familiares no fueron 
significativas en ningún caso para los compuestos fenólicos.  
 
Tabla 6.4. Correlaciones entre medias familiares en en el tratamiento control (defensas 
constitutivas) entre crecimiento y defensas en juveniles de P. pinaster pertenecientes a 
33 familias de polinización abierta que crecieron bajo un tratamiento limitado en fósforo 
(P) y otro tratamiento de fertilización completa. Se muestran los coeficientes de 
correlación de Pearson y los niveles de significación asociados (entre paréntesis). En 
negrita aparecen los coeficientes de correlación de Pearson que fueron significativos 
(P<0,05).  
 
 Limitado en P  Fertilización completa 
 Altura Diámetro Biomasa  Altura Diámetro Biomasa 
Diterpenos -0.408 
(0.018) 
-0.182 
(0.310) 
-0.392 
(0.024) 
 -0.137 
(0.448) 
0.080 
(0.658) 
-0.068 
(0.707) 
Fenoles totales 0.043 
(0.814) 
0.047 
(0.793) 
-0.129 
(0.475) 
 0.118 
(0.512) 
0.267 
(0.133) 
0.146 
(0.418) 
Taninos 
condensados 
0.007 
(0.969) 
-0.287 
(0.106) 
-0.323 
(0.067) 
 -0.099 
(0.585) 
0.078 
(0.665) 
0.012 
(0.948) 
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Figura 6.4. Correlaciones familiares entre la inducibilidad de las defensas cuantitativas 
químicas (resina en el tallo, fenoles totales en las acículas y taninos condensados en las 
acículas) y los costes vegetativos en términos de crecimiento asociados a la producción 
de respuestas inducidas en juveniles de P. pinaster pertenecientes a 33 familias de 
polinización abierta que crecieron en un medio rico en nutrientes (fertilización 
completa, puntos blancos) y con una reducida disponibilidad de fósforo (P limitante, 
puntos negros). Los costes vegetativos se midieron en términos de de altura (a, b, c), 
diámetro (e, f, g) y biomasa total (h, i, j). Se muestran los coeficientes de correlación de 
Pearson (r) y sus correspondientes valores de significación (P). Los puntos representan 
medias familiares. N = 33 en todos los casos. 
 
Por otro parte, la disponibilidad de P también determinó los costes de las 
defensas inducidas. Cuando las plantas crecieron en ambientes deficitarios en P se 
observaron correlaciones familiares significativas y negativas entre la inducibilidad de 
compuestos fenólicos y los costes vegetativos (en crecimiento) de las respuestas 
inducidas (Figuras 6.4b, 6.4e, 6.4h). Esto significó que las familias de pino que tuvieron 
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una mayor inducción de la concentración de fenoles totales en sus acículas mostraron 
mayores pérdidas de altura, diámetro y biomasa (Figuras 6.4b, 6.4e, 6.4h). También se 
observó una correlación genética negativa y significativa entre la inducibilidad de los 
taninos condensados y la pérdida en altura bajo condiciones limitantes de P (Figura 
6.4c). Estas correlaciones no se observaron entre la inducibilidad de resina y los costes 
en crecimiento (Figuras 6.4a, 6.4d, 6.4g). 
 
6.4. Discusión 
Los resultados de este trabajo mostraron que la concentración de defensas carbonadas 
(tanto constitutivas como inducidas) en los pinos juveniles está fuertemente 
determinada por la disponibilidad de P en el suelo. La inversión en defensas químicas 
fue significativamente mayor en los pinos que crecieron en un ambiente limitado de P, 
donde las tasas de crecimiento fueron mucho menores. Estos resultados concuerdan con 
las predicciones de los modelos ecológicos de defensas en plantas que postulan que las 
plantas que crecen en ambientes pobres en nutrientes deberían estar mejor protegidas 
por mecanismos de defensa cuantitativos ya que tendrían mayores dificultades 
(generalmente mayores costes) para reemplazar los tejidos dañados por los herbívoros 
(Stamp, 2003). El efecto de la disponibilidad de nutrientes, particularmente de N, en la 
concentración de defensas químicas fue estudiado anteriormente en varias especies 
vegetales (Estiarte et al., 1994; Cipollini y Bergelson, 2001), en frondosas (Mutikainen 
et al., 2000; Donaldson et al., 2006; Osier y Lindroth, 2006; Donaldson y Lindroth, 
2007), y también en algunas coníferas (Lombardero et al., 2000; vanAkker et al., 
2004). La mayor parte de estos trabajos confirmaron las predicciones teóricas, pero la 
magnitud de la respuesta varía dependiendo del compuesto defensivo (Osier y Lindroth, 
2006) y del nutriente considerado (Wright et al., 2010). Por ejemplo, un meta-análisis 
realizado hace una década (Koricheva et al., 1998) encontró que los compuestos 
carbonados estaban ampliamente afectados por la disponibilidad de N, pero poco o 
nada por la disponibilidad de P. Estas discrepancias podrían derivar de los diferentes 
roles del N y P en los procesos metabólicos celulares (Wright et al., 2010) como se 
postuló en el Protein Competition Model para compuestos fenólicos (Jones y Hartley, 
1999). Sin embargo, los resultados de nuestro trabajo indicaron claramente un efecto 
importante de la disponibilidad de P en las tres variables de defensa estudiadas. 
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Nuestros resultados son coherentes con la mayor susceptibilidad de las plantas juveniles 
de P. pinaster fertilizadas con P a los insectos herbívoros en un estudio de campo (Zas 
et al., 2006).  
El conocimiento acerca de como la disponibilidad de recursos modula la 
capacidad de las plantas para producir respuestas inducidas es reducido, y los pocos 
resultados que hay disponibles no son concluyentes. Algunos autores encontraron que la 
inducibilidad de defensas químicas era mayor cuando las condiciones eran favorables 
para el crecimiento (Lombardero et al., 2000; Cipollini y Bergelson, 2001), mientras 
que otros autores obtuvieron resultados opuestos (Glynn et al., 2003) o no detectaron 
efectos significativos (Hale et al., 2005). Los resultados de este trabajo variaron 
dependiendo de la variable de defensa analizada. La disponibilidad de P no afectó a la 
inducción de resina en los tallos pero redujo severamente la inducción de compuestos 
fenólicos en las acículas, que tan solo fue significativa bajo condiciones de estrés de P. 
Lombardero et al. (2000) observaron un incremento en el flujo de resina inducida en 
Pinus taeda durante los períodos de crecimiento rápido en los árboles más grandes con 
grandes cantidades de carbohidratos de reserva. Estos autores sugirieron que el 
incremento del flujo de resina fue debido a una mayor disponibilidad de fotosintatos y/o 
de carbohidratos almacenados. Sin embargo, los resultados de nuestro trabajo indican 
que la inducción de compuestos fenólicos fue menor en las plantas fertilizadas, que 
tienen un gran potencial de crecimiento, pero que no almacenaron mayores cantidades 
de sustancias de reserva (almidón y azúcares solubles). Estos resultados sugieren que en 
los juveniles de pino, la adjudicación de recursos para defensas químicas, tanto 
constitutivas como inducidas, es prioritario bajo condiciones limitantes en nutrientes. 
En este sentido, (Koricheva et al., 1998) mostró anteriormente que la inversión de 
recursos para el crecimiento de los pinos podría dominar sobre la inversión en defensas 
cuando las condiciones son favorables. Los efectos ontogénicos, incluyendo el mayor 
valor en términos de eficacia biológica de las acículas primarias de los pinos, podrían 
estar también involucrados en la explicación de estos resultados discrepantes (Bryant y 
Julkunen-Tiitto, 1995). 
La disponibilidad de P no sólo afectó a la adjudicación de recursos para 
defensas químicas sino que también moduló los costes vegetativos de las defensas 
constitutivas e inducidas. Bajo condiciones limitantes de P, el crecimiento secundario y 
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la acumulación de biomasa fueron menores en las familias que mostraron las mayores 
concentraciones de resina constitutiva. En concordancia con los resultados de este 
trabajo, varios autores observaron que los costes de las defensas constitutivas son más 
aparentes bajo condiciones de estrés de recursos ya que los conflictos en la 
adjudicación de los mismos podrían ser más evidentes bajo estas condiciones (Bazzaz 
et al., 1987; Bergelson y Purrington, 1996; Strauss et al., 2002). A pesar de que esta 
afirmación ha sido corroborada en varios estudios previos con plantas jóvenes de 
especies arbóreas (Osier y Lindroth, 2006; Donaldson y Lindroth, 2007), en general, los 
resultados son contradictorios (ver Koricheva, 2002).  
Por otro lado, los resultados de este trabajo confirman que los costes asociados a 
la inducción de defensas químicas también dependen de la disponibilidad de nutrientes 
en el suelo. Bajo condiciones de estrés de P, la tasa de crecimiento se redujo en aquellas 
familias de pino en las que la inducción de compuestos fenólicos fue mayor, mientras 
que esta relación desapareció bajo condiciones óptimas de P. Como sucede con las 
defensas constitutivas, los resultados previos acerca de la expresión de los costes de las 
defensas inducidas tampoco son concluyentes (Cipollini et al., 2003), y varían desde un 
aumento de los costes bajo condiciones de estrés (Heil et al., 2000) hasta mayores 
costes en ambientes con gran cantidad de recursos (Cipollini, 2002). La evolución de las 
especies vegetales, el tipo de mecanismo defensivo y sus implicaciones pleiotrópicas en 
los procesos fisiológicos, el factor ambiental considerado y/o el estado ontogénico de la 
planta podrían estar condicionando los costes de las defensas inducidas y podrían 
explicar la falta de consenso en este sentido (Cipollini et al., 2003). 
Los costes tanto de las defensas constitutivas como de las inducidas se estimaron 
a través de relaciones a nivel familiar. Por lo tanto, la base genética de las correlaciones 
negativas está indicando que tanto el crecimiento como las defensas podrían responder 
simultáneamente a la selección y que podrían estar sujetos a restricciones evolutivas 
(Koricheva, 2002). Para la estimación de las correlaciones genéticas entre las variables 
de crecimiento y de defensas constitutivas no significa ningún problema emplear 
familias como unidades genéticas. Sin embargo, debido a que la concentración de las 
variables defensivas en las plantas inducidas representa la suma del nivel base o 
constitutivo y la respuesta inducida, para estimar los costes de la inducibilidad, sería 
ideal tener medidas antes y después de la inducción. Pero esto no es posible, ya que es 
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un muestreo destructivo. Una solución ideal sería disponer de réplicas clonales. Pero 
esto es muy complicado y costoso en algunas especies como P. pinaster. Hacer 
regresiones lineales de las diferencias en las medias familiares entre plantas inducidas y 
constitutivas para las variables de crecimiento y defensa, como se realizó en este 
capítulo, representa una nueva herramienta de gran valor para resolver este problema. 
El efecto de la disponibilidad de P tanto en la adjudicación de recursos como en 
los costes vegetativos de las variables de resistencia constitutiva e inducida, junto con la 
heterogeneidad espacial de la disponibilidad de P, podría haber favorecido la 
persistencia de la variación genética en las variables defensivas dentro de esta población 
de pino. Como se ha observado en otras especies arbóreas (Roberds et al., 2003; Rosner 
y Hannrup, 2004; Osier y Lindroth, 2006; Donaldson y Lindroth, 2007), en este trabajo 
se encontró una gran variación genética en los niveles constitutivos de todas las 
variables de defensa estudiadas. También se encontró la existencia de variación genética 
en la inducibilidad de la concentración de resina en los tallos después de aplicar el MJ 
como reveló la significación en la interacción familia x inducción con MJ. La falta de 
significación de esta interacción en el caso de los compuestos fenólicos no implica 
necesariamente que su inducibilidad no sea genéticamente variable. El contenido de 
defensas en las plantas inducidas representa la suma de los niveles constitutivos más los 
resultantes de la respuesta inducida. Los niveles variables de variación genética en las 
plantas control e inducidas con MJ para los compuestos fenólicos, donde solamente se 
observaron diferencias entre familias en el tratamiento de inducción con MJ, sugiere la 
existencia de variación genética en la inducibilidad para esta variable (Agrawal et al., 
2002). En este sentido, este es el primer trabajo que muestra la existencia de variación 
genética aditiva para las defensas inducidas en especies de pino. 
En resumen, los resultados de este trabajo indicaron que al menos en las 
primeras etapas del crecimiento de esta especie de pino, la disponibilidad de P tuvo 
efectos de gran calibre tanto en la adjudicación de recursos para las defensas carbonadas 
constitutivas e inducidas como en la expresión de costes vegetativos (en términos de 
eficacia biológica) asociados con la producción de esas defensas químicas. Debido a 
que la disponibilidad de P es un factor muy importante en la regulación de la 
productividad de esta especie de pino, y que existe una gran variación espacial de la 
misma a lo largo del área de distribución de esta especie, la disponibilidad de P en el 
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suelo aparece como el principal modulador de la evolución de la resistencia del pino a la 
herbivoría, y como un factor importante de contribución en el mantenimiento de la 
variación genética de las defensas cuantitativas del pino. 
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7. Capítulo IV: Efecto de la disponibilidad de 
fósforo y del genotipo sobre el contenido y 
perfil de mono y sesquiterpenos en juveniles de 
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7.1. Introducción 
Durante más de 300 millones de años de co-evolución las coníferas han desarrollado 
varias estrategias de defensa contra los insectos herbívoros. La mayor parte de estas 
estrategias están basadas en la producción de oleorresina, una mezcla de compuestos 
volátiles (monoterpenos -C10- y sesquiterpenos -C15-) y compuestos no volátiles 
(principalmente diterpenos -C20-) (Bohlmann y Croteau, 1999; Phillips y Croteau, 1999; 
Alfaro et al., 2002; Bohlmann, 2008). 
Los terpenos están presentes en la mayor parte de los tejidos vegetales de los 
pinos, bien disueltos en el citosol o bien almacenados en los canales resiníferos de las 
acículas, tallos y raíces. Los terpenos constituyen una importante defensa directa para 
las coníferas (Jactel et al., 1996a; Erbilgin et al., 2003; Heijari et al., 2005; Zeneli et al., 
2006; Heijari et al., 2008). Algunos de estos compuestos son extremadamente tóxicos y 
disuasivos para los insectos herbívoros. Sin embargo, la fracción volátil de los terpenos 
también tiene otras funciones más complejas dentro de los ecosistemas terrestres 
(Peñuelas et al., 1995; Phillips y Croteau, 1999; Seybold et al., 2006). Debido a su baja 
presión de vapor son compuestos muy volátiles, por lo que pueden jugar un papel 
importante como moléculas mensajeras en la señalización animal-planta o planta-planta. 
La cantidad y el perfil de estos compuestos podrían actuar simultáneamente como 
repelente o como atrayente para los herbívoros (Pureswaran et al., 2004).  
Durante las últimas décadas varios autores han observado que la síntesis y 
acumulación de terpenos en los diferentes tejidos de las coníferas está sujeta a control 
genético (Fady et al., 1992; Trapp y Croteau, 2001; Kumar, 2004; Rosner y Hannrup, 
2004; O'Reilly-Wapstra et al., 2006; Gerson et al., 2009). Estos autores observaron que 
existía una gran variación en las concentraciones y en los perfiles de terpenos entre 
diferentes poblaciones y dentro de las mismas en varias especies de coníferas. Por otro 
lado, la síntesis y acumulación de terpenos también podría verse afectada por la 
disponibilidad de recursos para las plantas, como por ejemplo la disponibilidad de 
nutrientes. En este sentido, las deficiencias en algunos nutrientes como el fósforo (P) o 
el nitrógeno (N) podrían determinar las respuestas plásticas en la adjudicación de 
recursos en las plantas para crecer y defenderse, y de forma similar modular la 
capacidad para expresar respuestas inducidas (Bryant et al., 1983; Coley et al., 1985; 
Northup et al., 1995; Sagers y Coley, 1995). 
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Las defensas basadas en la producción de resina pueden ser de naturaleza 
constitutiva o inducida. Las defensas inducidas más importantes son de tipo cuantitativo 
como por ejemplo incrementos del flujo de resina o la formación de canales de resina 
traumáticos (Alfaro, 1995; Franceschi et al., 2002; Martin et al., 2003; Miller et al., 
2005; Zeneli et al., 2006). Sin embargo, también existen otras de tipo cualitativo como 
la alteración en los perfiles o en la emisión de terpenos desde las zonas dañadas de la 
planta (Turtola et al., 2002). 
El conocimiento de las respuestas de los terpenos a los cambios bióticos o 
abióticos que sufren las plantas se ha centrado casi exclusivamente al contenido y 
composición de la resina en los tallos (Viiri et al., 2001; Turtola et al., 2002; Erbilgin et 
al., 2006; Zeneli et al., 2006). La información de cómo afectan la herbivoría o los 
factores ambientales a los terpenos foliares es mucho más limitada. Las hojas tienen un 
potencial muy importante para emitir compuestos orgánicos volátiles (VOCs) a través 
de las cutículas y estomas (Peñuelas y Llusiá, 2003; Peñuelas y Llusiá, 2004). Por lo 
tanto, los cambios en los terpenos volátiles dentro de las acículas podrían ser 
inevitablemente traducidos en emisiones que podrían afectar negativamente, por 
ejemplo, incrementando la atracción de los enemigos naturales de las plantas.  
En este capítulo se estudiará el efecto de la disponibilidad de nutrientes en el 
contenido y en el perfil de los terpenos volátiles foliares de juveniles de P. pinaster, su 
variación genética y la capacidad de expresar respuestas inducidas. La hipótesis de 
trabajo es que las condiciones limitantes de P podrían afectar a la adjudicación de 
recursos para la síntesis y acumulación de los terpenos foliares. Estos cambios podrían 
ser tanto cuantitativos como cualitativos.  
 
7.2. Material y métodos 
7.2.1 Diseño experimental 
El diseño del experimento fue un diseño split-split replicado en cuatro bloques, con dos 
tratamientos de disponibilidad de P (uno completo y el otro deficitario en P) actuando 
como factor whole, dos tratamientos de MJ (control –constitutivo- e inducido con MJ) 
como factor split y las familias de pino como factor split-split. En total fueron 288 
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plantas, correspondientes a 4 bloques x 2 tratamientos de disponibilidad de P x 2 
tratamientos de MJ x 17 familias de pino (ver más detalles del experimento en el 
capítulo 3, en el apartado 6.3.2). 
 
7.2.2 Mediciones, muestreo y análisis químicos 
En Agosto del 2006 se midió la altura total y el diámetro basal de todas las plantas. De 
cada planta se tomó una muestra de acículas primarias y se conservó a -80 ºC en viales 
de rosca para la posterior extracción de los terpenos. Finalmente, se cosecharon todas 
las plantas y se almacenaron en el congelador.  
Para la extracción de los terpenos, se sumergió la muestra en nitrógeno líquido 
dentro de unos tubos de Teflon y se machacó con la ayuda de un émbolo de Teflon 
hasta quedar en forma de polvo. Se añadieron 3 ml de n-pentano como extractante y 1 
µl de dodecano (Merck, #1.09658.0005) como patrón interno para verificar que la 
recuperación era correcta (siempre fue superior al 90%). Se cerraron los tubos de Teflon 
y se procedió a la extracción de los terpenos en un baño de ultrasonidos durante 60 min 
a 25 ºC. Los extractos de pentano fueron recuperados inmediatamente y transferidos a 
viales de cromatografía. La masa de acículas que queda en el fondo de los tubos fue 
determinada después de secarla a 65 ºC durante 4 días. 
Los monoterpenos y los sesquiterpenos presentes en el extracto de pentano se 
analizaron por cromatografía de gases con un espectómetro de masas HP59822B GC-
MS. Los terpenos se separaron con  una columna capilar HP-5 (30 m; 0,25 mm I.D.; 
0,25 μm), usando helio como gas portador a un flujo constante de 1 ml min–1. Se 
tomaron inyecciones de 2 μl a un split ratio de 1:50. La temperatura del inyector fue de 
200 ºC a 250 ºC a 16 ºC s-1. El programa del horno fue el siguiente: 45 ºC durante 3 
min; incrementando a 60 ºC a 10 ºC min-1 y luego 1 min; a 150 ºC a 15 ºC min-1 y luego 
1 min; y a 250 ºC a 50 ºC min-1 y luego 1,5 min. La temperatura del detector fue de 280 
ºC. Los picos generados se procesaron con el programa informático Chemstation 
G1074A HP. La identificación de los picos se hizo en base a una comparación de los 
tiempos de retención de unas sustancias estándar o patrón analizadas y por comparación 
del espectro de masa en el ion 93 m/z con la librería Wiley 275L. Se emplearon siete 
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monoterpenos como estándars (α-pineno, campheno, β-pineno, β-myrceno, α-
phellandreno, α-terpineno y limoneno) y tres sesquiterpenos (trans-caryophylleno, α-
humuleno y farnesyl acetato; todos de Fluka, Chemie AG, Buchs, Switzerland) para 
obtener las rectas patrón con las que poder cuantificar la concentración de cada uno de 
ellos. La concentración de cada terpeno se expresó en μg g-1 de acícula seca. 
 
7.2.3 Análisis estadístico 
Los análisis se llevaron a cabo con el paquete estadístico SAS System, usando el 
modelo mixto apropiado para resolver los diseños split-split (Littell et al., 2006): 
Yijkl = μ+ Bi +Pj + MJk + Gl + B*Pij + P*MJjk + P*Gjl + MJ*Gkl + B*P*MJijk + 
P*MJ*Gjkl + εijkl     
donde μ es la media general, Bi, Pj, MJk y Gl son los efectos del bloque i (i = 1 a 
4), tratamiento de disponibilidad de P j (j = 1 a 2), tratamiento de MJ k (k = 1 to 2) y 
familia l (l = 1 a 17), B*Pij, P*MJjk, P*Gjl, B*P*MJijk y P*MJ*Gjkl son las interacciones 
correspondientes y εijkl es el error experimental. Los efectos principales de la 
disponibilidad de fósforo (P), la inducción con methyl jasmonato (MJ) y la interacción 
P*MJ se trataron como factores fijos. El bloque (B) y las interacciones B*P y B*P*MJ 
se consideraron como aleatorias con el fin de analizar los factores P y MJ con el término 
de error adecuado (B*P y B*P*MJ, respectivamente). El factor familia y la interacción 
de éste con los efectos principales fueron considerados factores aleatorios. Los 
componentes de la varianza asociados se estimaron por máxima verosimilitud 
restringida (maximum likelihood). La significación estadística de cada factor aleatorio se 
estimó mediante un test de verosimilitud en los que se compara la verosimilitud de los 
modelos anidados que incluyen o excluyen al factor en cuestión. La diferencia de los 
estadísticos de verosimilitud sigue una distribución chi cuadrado de una cola con un 
grado de libertad. Cuando la varianza genética resultó significativa, se estimó la 
heredabilidad en sentido estricto, asumiendo las famitas como medios hermanos 
verdaderos (varianza aditiva igual a cuatro veces la varianza familiar). En todos los 
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casos se verificó la homogeneidad de varianzas residuales entre tratamientos, no 
encontrándose desviaciones significativas. 
Se analizó el perfil de terpenos (solamente con los cuatro monoterpenos y los 
cuatro sesquiterpenos más abundantes) mediante un análisis multivariante (MANOVA). 
Las diferencias en la pendiente y en el intercepto dentro de los modelos de regresión se 
llevaron a cabo mediante las medias del análisis de covarianza usando el procedimiento 
Proc Mixed (Littell et al., 2006).  
Cuando los efectos principales fueron significativos (P<0,05), las diferencias 
entre las medias fueron testadas con el LSMEAN statement. La concentración del total 
de monoterpenos, de sesquiterpenos, de terpenos totales (monoterpenos + 
sesquiterpenos), y de cada terpeno individual se muestran como las LS means ± error 
estándar (lsmeans ± s.e.m.). 
 
7.3. Resultados 
Se identificaron en total doce monoterpenos y trece sesquiterpenos en las acículas de los 
juveniles de P. pinaster estudiados (Tabla 7.1). Los monoterpenos más abundantes 
fueron α-pineno campheno, β-pineno y β-myrceno, que representaron aproximadamente 
el 90% de los monoterpenos totales (Tabla 7.1). Los sesquiterpenos más abundantes 
fueron trans-caryophylleno, α-humuleno y germacreno-D, que representaron 
aproximadamente el 75% de los sesquiterpenos totales (Tabla 7.1).  
 
7.3.1 Respuesta de los terpenos foliares a la disponibilidad de P 
En contra de lo esperado, no se detectaron respuestas cuantitativas a la manipulación 
experimental de la disponibilidad de P en el contenido de terpenos foliares, ni en el 
contenido total de terpenos (monoterpenos + sesquiterpenos), ni en el contenido total de 
monoterpenos, ni en el contenido total de sesquiterpenos (Tabla 7.2). Por otro lado, y 
también en contra de lo esperado, la disponibilidad de P no afectó significativamente en 
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la capacidad de los pinos para expresar respuestas inducidas cuantitativas, como 
demuestra la falta de significación en la interacción P x MJ (Tabla 7.2, Figuras 7.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.1. Concentración constitutiva (barras blancas) e inducida con MJ (barras 
negras) de monoterpenos (a) y sesquiterpenos (b) en acículas de juveniles de P. pinaster 
bajo dos tratamientos de disponibilidad de fósforo. Se muestran las LS means ± s.e.m. 
(N = 72). * = efecto del MJ. 
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Tabla 7.1. Concentración (μg g-1 d.w) y fracción molar (%) de los terpenos individuales 
encontrados en las acículas primarias de juveniles de P. pinaster pertenecientes a 17 
familias de polinización abierta en modo constitutivo e inducido con MJ. Se muestra los 
tests de significación (P valor) del efecto de la inducción con MJ en el modelo mixto 
para cada compuesto individual. Los valores de P en negrita son significativos al menos 
a P <0,05. 
 
 Concentración de terpenos (μg g-1)  Fracción molar (%) 
 Constitutivo MJ-inducido P   Constitutivo 
MJ-
inducido P 
Monoterpenos        
α-Pineno 4357,5 2755,5 0,003  29,17 20,48 0,000 
Campheno 1349,0 1474,2 0,140  9,00 10,05 0,045 
β-Pineno 6187,2 7363,3 0,038  37,45 49,88 0,000 
β-Myrceno 1377,8 931,8 0,140  8,38 6,13 0,033 
α-Phellandreno 47,3 6,3 0,626  0,19 0,04 0,217 
Δ-3-Careno 325,3 108,8 0,182  2,03 0,85 0,077 
α-Terpineno 3,4 2,0 0,372  0,03 0,01 0,235 
Limonene 463,2 463,9 0,891  3,38 3,63 0,225 
(+)-3-Careno 7,1 1,2 0,080  0,04 0,01 0,043 
α-Terpinoleno 44,9 10,9 0,221  0,28 0,08 0,085 
Linalyl acetato 29,1 143,2 0,003  0,13 0,69 0,001 
Bornyl acetato 118,9 161,0 0,258  0,50 0,69 0,018 
Monoterpenos totales 14310,3 13422,0 0,578  90,57 92,54 0,012 
        
Sesquiterpenos        
α-Copaeno 54,7 54,8 0,278  0,27 0,31 0,311 
Jupineno 38,2 25,2 0,481  0,17 0,15 0,592 
Trans-Caryophylleno 745,2 515,8 0,002  3,46 2,38 0,002 
α-Humuleno 285,0 210,6 0,002  1,51 1,19 0,019 
α-Amorpheno 17,4 20,5 0,070  0,08 0,14 0,068 
Germacreno D 248,3 198,2 0,653  1,30 1,08 0,220 
α-Muuroleno 117,1 93,8 0,938  0,58 0,52 0,688 
Δ-Cadineno 78,8 73,7 0,813  0,43 0,41 0,818 
Caryophylleno oxide 29,2 19,1 0,356  0,13 0,07 0,216 
Geranyl acetato 51,1 31,6 0,361  0,31 0,19 0,341 
Farnesyl acetato 146,6 109,2 0,445  0,59 0,51 0,588 
Desconocido 57,2 35,4 0,408  0,22 0,15 0,317 
Farnesyl acetona 21,7 16,7 0,593  0,11 0,09 0,772 
α-Bisaboleno 51,8 41,8 0,749  0,27 0,27 0,678 
Sesquiterpenos 
totales 1942,3 1446,1 0,006  9,43 7,46 0,012 
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De acuerdo con estos resultados, el análisis en los cuatro monoterpenos y en los 
cuatro sesquiterpenos más abundantes (contabilizan el 92% y el 75% de los mono y 
sesquiterpenos en las muestras, respectivamente) mostró que no había efecto 
significativo de la disponibilidad de P en los perfiles de mono y sesquiterpenos en las 
acículas (MANOVA, Wilk’s Lambda 8, 241 = 0,962; P = 0,3064). De forma similar, 
ninguno de los terpenos foliares individuales estuvo afectado significativamente por la 
disponibilidad de P.  
 
7.3.2 Variación genética y heredabilidad de los terpenos foliares 
Se observó una variación genética muy fuerte en el contenido de terpenos foliares, tanto 
en el contenido total de monoterpenos como en el contenido total de sesquiterpenos 
(Tabla 7.2). La concentración total de terpenos en las familias estudiadas varió dentro 
de un rango de 6 a 27 mg g-1. La variación familiar en los terpenos foliares no se vio 
alterada por la fertilización fosfórica como indicó la falta de significación de la 
interacción G x P (Tabla 7.2). 
Las heredabilidades estimadas para la concentración de los monoterpenos y los 
sesquiterpenos constitutivos en las acículas fueron muy altas, mientras que para la 
concentración de terpenos inducidos fueron notablemente más bajas (Tabla 7.3). 
Cuando se considera la concentración de los monoterpenos y los sesquiterpenos de 
forma individual observamos un fuerte control genético para la concentración 
constitutiva de muchos de ellos, con heredabilidades que varían entre 0,49 y 1,30 (Tabla 
7.4). Sin embargo, la variación genética en las plantas inducidas con MJ fue 
notablemente menor, y solamente significativa para α-pineno, ∆-3-careno, (+)-3-careno, 
jupineno y α-muuroleno, con heredabilidades bajas (Tabla 7.4). La interacción G x MJ 
no fue significativa en ningún caso. 
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Tabla 7.2. Resumen del modelo mixto para la concentración foliar de terpenos de 
juveniles de P. pinaster pertenecientes a 17 familias de polinización abierta bajo dos 
tratamientos de disponibilidad de fósforo. El efecto de la familia (G) y de las 
interacciones derivadas son efectos aleatorios. Se muestran las componentes de la 
varianza (VC, %) y los test de verosimilitud (χ2) en los que se compara la verosimilitud 
de los modelos anidados que incluyen o excluyen al factor en cuestión. La diferencia de 
los estadísticos de verosimilitud sigue una distribución chi cuadrado de una cola con un 
grado de libertad. La disponibilidad de fósforo (P) y la inducción de defensas con MJ 
(MJ) son efectos fijos, por lo que se muestran los valores F y sus correspondientes 
grados de libertad (gl). Los valores de P en negrita son significativos al menos a P 
<0,05. 
  Concentración de monoterpenos (MT) 
Concentración de 
sesquiterpenos (SQT) 
Concentración total de 
terpenos (MT + SQT) 
 gl %VC F / χ2 P %VC F / χ2 P %VC F / χ2 P  
Familia (G)  20,5 32,5 0,000 12,6 15,2 0,000 20,8 33,3 0,000 
G*P  0,0 0,0  0,0 0,0  0,0 0,0  
G*MJ  0,0 0,0  0,0 0,0  0,0 0,0  
G*P*MJ  0,0 0,0  0,0 0,0  0,0 0,0  
Residuo  79,5   87,4   79,2   
Bloque 3, 3  0,7 0,601  3,9 0,146  0,9 0,524 
Fósforo (P) 1, 3  1,3 0,345  2,2 0,232  1,7 0,286 
MJ 1, 6  0,4 0,578  17,4 0,006  1,2 0,323 
P*MJ 1, 6  0,2 0,698  0,0 0,999  0,2 0,670 
 
Tabla 7.3. Tests de significación de la variación genética (componente de la varianza 
del efecto familiar) y la correspondiente heredabilidad (hi2) de la concentración de 
monoterpenos, sesquiterpenos y terpenos totales en acículas primarias de juveniles de P. 
pinaster pertenecientes a 17 familias de polinización abierta en modo constitutivo 
(control) e inducido con MJ. Los valores de χ2 muestran los test de verosimilitud en los 
que se compara la verosimilitud de los modelos anidados que incluyen o excluyen al 
factor en cuestión. La diferencia de los estadísticos de verosimilitud sigue una 
distribución chi cuadrado de una cola con un grado de libertad. Los valores de P en 
negrita son significativos al menos a P <0,05. 
 
  Modo constitutivo (plantas 
control) 
  Plantas inducidas con MJ 
Variable χ2 P hi2   χ2 P hi2 
Contenido de monoterpenos (MT) 17,8 0,000 1,06   3,2 0,037 0,38 
Contenido de sesquiterpenos (SQT) 12,2 0,000 0,83  0,1 0,385 - 
Contenido total de terpenos (MT+SQT) 19,3 0,000 1,11   3,1 0,039 0,37 
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7.3.3 Respuestas inducidas cuantitativas en los terpenos foliares    
No se detectaron incrementos en el contenido de terpenos en las acículas después de la 
aplicación de MJ (Tabla 7.2, Figuras 7.1), pero la concentración de los sesquiterpenos 
foliares descendió un 26% en las plantas inducidas (Tabla 7.2, Figuras 7.1). La 
oleorresina foliar en las plantas inducidas se mostró relativamente rica en monoterpenos 
tendiendo en cuenta los niveles constitutivos (plantas control). Este patrón fue 
consistente entre todas las familias, con una correlación genética lineal, positiva y fuerte 
entre la concentración de mono y sesquiterpenos, pero alterada en las plantas inducidas 
respecto a la observada en las plantas control (Figura 7.2). Las plantas inducidas, 
aunque mantienen contenidos absolutos de terpenos similares, mostraron una 
estequiometría diferente entre mono y sesquiterpenos, favoreciendo un mayor contenido 
de monoterpenos. Las pendientes de ambas regresiones (Figura 7.2) fueron sólo 
marginalmente diferentes (Ancova F1,30 = 4,17; P = 0,050). Sin embargo, se observó un 
intercepto significativamente menor para las plantas inducidas (Ancova F1,31 = 15,1; P 
<0,001), indicando que las plantas inducidas produjeron una resina foliar con menos 
sesquiterpenos y que esta respuesta inducida tiene una base genética (Figura 7.2). 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.2. Regresión familiar entre la concentración total de monoterpenos y 
sesquiterpenos en las acículas de juveniles de P. pinaster en condiciones constitutivas 
(puntos blancos) y después de la inducción de defensas con MJ (puntos negros). Los 
puntos representan las medias familiares de 17 familias de medios hermanos, N = 8. 
Ambas regresiones fueron significativas a P <0,001. El análisis de la covarianza mostró 
que los interceptos fueron significativamente diferentes (F1,31 = 15,1; P <0,001), y que 
las pendientes fueron solamente marginalmente diferentes (F1,30 = 4,17; P = 0,050). 
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Tabla 7.4. Tests de significación del efecto familiar y la correspondiente heredabilidad 
(hi2) de los terpenos individuales en las acículas de juveniles de P. pinaster 
pertenecientes a 17 familias de polinización abierta en modo constitutivo (control) e 
inducido con MJ. Los valores de χ2 muestran los test de verosimilitud en los que se 
compara la verosimilitud de los modelos anidados que incluyen o excluyen al factor en 
cuestión. La diferencia de los estadísticos de verosimilitud sigue una distribución chi 
cuadrado de una cola con un grado de libertad. La heredabilidad se calculó solamente 
cuando el efecto de la familia fue significativo. Los valores de P en negrita son 
significativos al menos a P <0,05. 
 
 Constitutivo  MJ-inducido 
 χ2 P hi2  χ2 P hi2 
Monoterpenos        
α-Pineno 12,7 0,000 0,87  5,2 0,011 0,45 
Campheno 0,6 0,213   1,3 0,126  
β-Pineno 16,3 0,000 1,00  1,9 0,085  
β-Myrceno 0,0 0,500   0,0 0,500  
α-Phellandreno 1,8 0,093   0,1 0,407  
Δ-3-Careno 9,1 0,001 0,64  6,6 0,005 0,60 
α-Terpineno 0,7 0,199   0,0 0,478  
Limoneno 11,8 0,000 0,83  2,6 0,053  
(+)-3-Careno 2,2 0,067   3,1 0,038 0,39 
α-Terpinoleno 8,2 0,002 0,67  1,0 0,154  
Linalyl acetato 4,7 0,015 0,49  0,8 0,180  
Bornyl acetato 7,5 0,003 0,64  0,2 0,349  
        
Sesquiterpenos        
α-Copaeno 12,8 0,000 0,87  0,0 0,500  
Jupineno 26,3 0,000 1,30  16,7 0,000 1,02 
Trans-Caryophylleno 14,7 0,000 0,94  1,1 0,145  
α-Humuleno 14,9 0,000 0,95  0,4 0,276  
α-Amorpheno 0,0 0,500   0,0 0,500  
GermacrenoD 6,1 0,007 0,56  0,0 0,500  
α-Muuroleno 2,1 0,074   7,8 0,003 0,65 
Δ-Cadineno 0,1 0,396   0,2 0,337  
Caryophyllenooxide 0,0 0,500   0,0 0,500  
Geranyl acetato 0,0 0,500   0,2 0,326  
Farnesyl acetato 0,0 0,500   0,7 0,194  
Desconocido 0,0 0,447   0,0 0,500  
Farnesyl acetona 0,0 0,500   0,0 0,500  
α-Bisaboleno 5,6 0,009 0,54  0,0 0,500  
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7.3.4 Respuestas inducidas cualitativas en los terpenos foliares   
Aunque la concentración total de monoterpenos no fue significativamente diferente en 
las plantas inducidas y las plantas control, se observó una importante respuesta 
cualitativa a la aplicación de MJ (Tabla 7.1). Las plantas inducidas mostraron un perfil 
de terpenos alterado, como demostró el análisis multivariante de varianza. Los perfiles 
de monoterpenos y sesquiterpenos estuvieron afectados de forma significativa por la 
inducción con MJ (Manova, Wilk’s Lambda = 0,492, P <0,001 y Wilk’s Lambda = 
0,808, P <0,001 para mono y sesquiterpenos, respectivamente). Principalmente, la 
respuesta inducida al MJ consistió en una reducción de más o menos 1600 μg g-1 en la 
concentración de α-pineno y algunas cantidades menores de otros monoterpenos (∆3-
careno, β-myrceno; Tabla 7.1). La gran reducción de α-pineno fue contrarrestada por un 
incremento significativo en la concentración de otros compuestos en las acículas de las 
plantas inducidas. Básicamente, la concentración de β-pineno incrementó 1200 μg g-1, y 
la concentración de lynalyl y bornyl acetato cerca de 150 μg g-1 después de la aplicación 
del MJ (Tabla 7.1). 
Estos cambios (positivos y negativos) en la concentración de los terpenos dieron 
lugar a cambios importantes en la contribución relativa (fracciones molares) de los 
terpenos individuales al total de los terpenos foliares. En este sentido, cuando se 
analizaron los cambios en la fracción molar de los terpenos individuales (Tabla 7.1), se 
observó que las cantidades relativas de α-pineno, β-myrceno, (+)-3-careno, trans-
caryophilleno y α-humuleno se redujeron significativamente. Contrariamente, la 
fracción molar de otros compuestos como β-pineno, lynalyl acetato y bornyl acetato 
fueron significativamente mayores en las plantas inducida que en las plantas control 
(Tabla 7.1). 
 
7.3.5 Base genética para la alteración inducida con MJ del ratio isomérico de α- a 
β-pineno 
La aplicación de MJ tuvo efectos opuestos en la bioquímica de los isómeros α- y β-
pineno, favoreciendo la expresión de β-pineno a expensas de α-pineno, aunque la 
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contribución conjunta de ambos isómeros no estuvo afectada de forma significativa por 
el tratamiento de MJ (P = 0,896). La relación entre la concentración de α- y β-pineno 
fue afectada significativamente por la aplicación de MJ (F1,6 = 64,9; P <0,001). Se 
observó una correlación genética positiva y muy fuerte entre la concentración de estos 
dos isómeros entre las familias de pino (Figura 7.3), tanto en el modo constitutivo (R2= 
0,82; P <0,001) como en el modo inducido (R2= 0,65; P <0,001). Sin embargo, la 
relación entre ambos isómeros a nivel familiar cambió hacia arriba de forma 
significativa después de la inducción con MJ (Figura 7.3), indicando que en el modo 
inducido, las familias redujeron su concentración de α-pineno, que fue sustituido por β-
pineno. Las pendientes de las relaciones α-β pineno en las plantas control y en  las 
plantas inducidas con MJ no difirieron significativamente (ancova F1,30 = 3,56; P = 
0,069) pero los interceptos fueron significativamente diferentes (ancova F1,31 = 33,87; P 
<0,001). Esto significa que como resultado de las respuestas inducidas por el MJ, la 
media familiar del contenido relativo de β-pineno subió de forma inversamente 
proporcional a la fracción molar de α-pineno. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.3. Regresión familiar entre la concentración de α-pineno y β-pineno en las 
acículas de juveniles de P. pinaster en condiciones constitutivas (puntos blancos) y 
después de la inducción de defensas con MJ (puntos negros). El análisis de la 
covarianza mostró que los interceptos fueron significativamente diferentes (F1,31 = 
33,87; P <0,0001) pero que las pendientes no difirieron significativamente (F1,30 = 3,56; 
P = 0,069). Los puntos representan las medias de las 17 familias, N = 8. 
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7.4. Discusión 
En este estudio se observa que la disponibilidad de P no afectó significativamente al 
contenido de terpenos foliares, ni tampoco interaccionó con la capacidad de expresar 
respuestas inducidas (interacción P × MJ no significativa). Además, no se observaron 
cambios cuantitativos ni en el contenido total de terpenos, ni en el de monoterpenos 
después de la aplicación de MJ. Solamente se observó una pequeña, pero significativa, 
reducción del contenido de sesquiterpenos en las plantas inducidas. El diseño 
experimental es robusto y consistente, con un buen tamaño de muestra y sin errores 
metodológicos, con lo que no podemos rechazar la hipótesis nula de la concentración de 
terpenos foliares no es plástica a la disponibilidad de P. 
Varias teorías ecológicas sobre las defensas en las plantas predicen la existencia 
de alteraciones en los patrones de adjudicación de recursos para las defensas en 
ambientes con diferente disponibilidad de nutrientes (Stamp, 2003). Se sabe a ciencia 
cierta que incrementos en el crecimiento de las plantas debidos a la fertilización derivan 
en compromisos (trade-offs) con la adjudicación de recursos para la síntesis de 
metabolitos secundarios ligados a las defensas químicas en las plantas (Koricheva et al., 
1998). Por lo tanto, el crecimiento podría dominar sobre la inversión en defensas 
cuando las condiciones son favorables, y la diferenciación entre ambas podría llegar al 
máximo cuando las condiciones son críticas para el crecimiento primario (Bryant et al., 
1983; Coley et al., 1985; Lorio, 1986). En este sentido, en varias especies de coníferas 
se observaron niveles bajos de defensas como el contenido de resina o de compuestos 
fenólicos asociados a aumentos en la tasa de crecimiento debido a la fertilización 
(Wainhouse et al., 1998; Donaldson et al., 2006; Donaldson y Lindroth, 2007). Sin 
embargo, hay muy poca información sobre el efecto de la disponibilidad de nutrientes 
en la producción de terpenos foliares, y ninguna en P. pinaster. Algunos estudios en 
campo observaron que la disponibilidad de P y N en los suelos no afectaba al contenido 
de terpenos foliares de especies como Picea abies o P. sylvestris (Schönwitz et al., 
1991; Heyworth et al., 1998), pero sí lo hacía en P. caribea donde aumentaban en 
suelos pobres (Barnola y Cedeño, 2000). Esta información está basada en estudios en 
campo de poblaciones naturales sin medida de la variación genética y con un tamaño 
muestral reducido. Sin embargo, los resultados de los pocos experimentos donde se 
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manipuló la disponibilidad de nutrientes los resultados son semejantes a los de nuestro 
trabajo (Kainulainen et al., 1996; Blanch et al., 2009). En condiciones controladas, 
estos autores observaron que la manipulación experimental de N y P no afectaba al 
contenido de terpenos foliares en P. sylvestris, P. abies, P. halepensis y Quercus ilex.  
La falta de respuesta plástica de los terpenos foliares a la nutrición podría derivar 
del hecho de que los terpenos volátiles no son solamente defensas directas sino que son 
también defensas indirectas, pues funcionan como agentes señalizadores al ser emitidos 
durante la actividad estomática. Los genotipos que tienen un mayor contenido de 
terpenos foliares podrían estar mejor defendidos químicamente, sin embargo al 
presentar una mayor concentración también podrían presentar una mayor tasa de 
emisión que podría tener efectos negativos para la planta, como por ejemplo la atracción 
de herbívoros depredadores. La falta de efecto de la nutrición sobre el contenido de 
terpenos foliares podría interpretarse como una actividad de mantenimiento de la 
homeostasis con el objetivo de evitar las emisiones incontroladas de grandes cantidades 
de terpenos desde las hojas. A la vista de estos resultados podríamos hipotetizar que las 
variantes genéticas que mejor mantienen la homeostasis podrían resultar favorecidas 
pues no darían información acerca de su estado nutricional e inmunológico (Dicke y van 
Loon, 2000). Sin embargo, los pinos son especies con órganos de almacenaje,  y por 
tanto su emisión no está tan ligada a la fotosíntesis como lo estaría una especie no 
almacenadora (por ejemplo especies del género Quercus) (Llusià y Peñuelas, 1998). De 
esta forma, estas especies con órganos de almacenaje aunque aumentasen su producción 
de terpenos en las hojas no los emitirían a la atmósfera sino que los guardarían. Son 
necesarios futuros experimentos con plantas de P. pinaster que demuestren la existencia 
de una relación significativa y positiva entre el contenido de terpenos en las acículas y 
la emisión de los mismos, como sucede con otras especies. 
Otra posible explicación para estos resultados, y de acuerdo con los modelos de 
adjudicación óptima de defensas (Rhoades, 1979), podría ser que las acículas estuviesen 
ya extremadamente defendidas debido a su importancia para el crecimiento, 
funcionamiento y eficacia biológica de las plantas juveniles (Coley et al., 1985; 
Ohnmeiss y Baldwin, 2000; Pavia et al., 2002; Toth et al., 2005). De este modo los 
pinos podrían priorizar el contenido de terpenos en sus acículas primarias 
independientemente de su estado nutricional.  
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En este trabajo no se observaron cambios cuantitativos ni en el contenido de 
terpenos totales ni en el contenido de monoterpenos, solamente una pequeña reducción 
en el contenido de sesquiterpenos después de aplicar MJ. Los terpenos foliares son 
considerados como un poderoso mecanismo de defensa contra el ataque de herbívoros 
y, además, se ha observado en trabajos anteriores que son inducibles (tanto con 
elicitadores químicos como por herbivoría real) en varios tejidos de especies coníferas 
(revisado por Bohlmann, 2008). Sin embargo, los terpenos dependiendo del tejido de la 
planta en el que se encuentren podrían responder de forma diferente a la inducción. En 
este sentido, varios autores han encontrado cambios cuantitativos muy pequeños, o 
incluso a veces ninguno, en la concentración de los terpenos foliares debido a la 
aplicación de MJ (Turtola et al., 2002; Huber et al., 2005). Los trabajos en los que han 
detectado cambios en la concentración éstos fueron mucho más pequeños que los 
encontrados en otros tejidos de las mismas plantas como el tallo o las raíces (Turtola et 
al., 2002; Huber et al., 2005; Erbilgin et al., 2006; Zeneli et al., 2006). 
En este trabajo se observó que, 25 días después de aplicar MJ, los cambios en los 
terpenos foliares fueron más de tipo cualitativo que cuantitativo. Se observaron cambios 
pequeños como reducciones en la concentración de los dos sesquiterpenos más 
abundantes (trans-caryophylleno y α-humuleno) o pequeños incrementos en la 
contribución relativa de lynalyl y bornyl acetato o descensos en la contribución relativa 
de β-myrceno y 3-careno. Maximizando la concentración de algunos de los compuestos 
más tóxicos las plantas podrían mejorar su resistencia al ataque por parte de los 
herbívoros. Sin embargo, no se observaron cambios cualitativos en los monoterpenos 
considerados más tóxicos, como el limoneno o el campheno (Zou y Cate, 1995; 
Lindgren et al., 1996). Sin embargo, el mayor cambio provocado por la aplicación de 
MJ fue la reducción de la concentración de α-pineno a expensas del enriquecimiento de 
β-pineno. El α-pineno es una sustancia comúnmente empleada como atrayente en 
trampas para insectos (Erbilgin et al., 2001; Miller, 2006), por lo que, al igual que 
sucedía para la fertilización, esta respuesta podría ser interpretada como una reducción 
en la apariencia de las plantas a los herbívoros potenciales (Tomlin et al., 1997; 
Pureswaran et al., 2004). Esta hipótesis debería ser confirmada en futuros experimentos 
que examinen con más detalle los cambios cualitativos en el perfil durante las horas y 
días siguientes a la aplicación de MJ. 
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Desde hace varias décadas se sabe que la producción de resina varía entre las 
distintas variedades y procedencias de pino (Baradat et al., 1972; Baradat y Marpeau, 
1988; Fady et al., 1992; Arrabal et al., 2005). En este sentido, se ha observado que la 
concentración de los terpenos individuales está fuertemente regulada por la genética del 
individuo (Gershenzon, 1994; Jactel et al., 1996a; Phillips y Croteau, 1999; O'Reilly-
Wapstra et al., 2006). De acuerdo con los resultados de estos estudios previos, en este 
trabajo se observó una gran variación genética, con heredabilidades muy altas, para la 
concentración total de los terpenos y para la gran mayoría de los terpenos individuales.  
Sin embargo, considerando que la concentración de los terpenos foliares en el 
modo inducido sería la suma del valor preexistente antes de la inducción (constitutivo) 
más el resultante de la respuesta inducida, la reducción observada del control genético 
de la concentración constitutiva de varios de los terpenos más abundantes (como β-
pineno) sugiere la existencia de variación genética en la inducibilidad después de la 
aplicación del MJ (Agrawal et al., 2002). Aunque la interacción G × MJ no resultó 
significativa para el total de terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos. 
En resumen, los resultados de este trabajo indican que los terpenos en las 
acículas de P. pinaster muestran una gran variación genética, con altas heredabilidades, 
y una baja plasticidad a la disponibilidad de nutrientes. Las respuestas inducidas de los 
terpenos foliares a la aplicación exógena de MJ parecen diferir de las observadas en 
otros tejidos de otras especies de coníferas y son más de tipo cualitativo que 
cuantitativo, con cambios importantes en el perfil de terpenos como por ejemplo fuertes 
reducciones en la concentración de sesquiterpenos y, especialmente, de α-pineno (en 
favor del β-pineno).  
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8. Capítulo IV: Efecto de la disponibilidad de 
fósforo y del genotipo en las respuestas 
inducidas basadas en cambios en el 
crecimiento, morfología y fisiología de 
juveniles de Pinus pinaster. 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados de este capítulo han dado lugar a la siguiente publicación: 
Xoaquín Moreira, Rafael Zas and Luis Sampedro (2010) Genetic control and environmental 
modulation of short-term tolerance responses induced by simulated-herbivory in 
juvenile pine trees: within plant carbon and nutrient allocation. New Phytologist (en 
revisión) 
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8.1. Introducción 
Las plantas presentan una gama muy variada de respuestas inducidas contra el ataque de 
agentes invasores. Dentro de esta gran variedad de respuestas inducidas, el incremento 
de la concentración de las defensas químicas carbonadas es considerado como el 
mecanismo de defensa más rápido, frecuente y eficaz (Phillips y Croteau, 1999; 
Franceschi et al., 2005). Sin embargo, las plantas poseen otras respuestas inducidas 
basadas en cambios en su crecimiento, morfología y fisiología que también podrían 
afectar al comportamiento de los agentes invasores (Cornelissen y Stiling, 2006; 
Newingham et al., 2007; Kurzfeld-Zexer et al., 2010). Dentro de estos mecanismos se 
pueden encontrar: (i) cambios en la fisionomía o morfología de la planta (Kurzfeld-
Zexer et al., 2010), (ii) alteraciones en los patrones de adjudicación de biomasa (Rogers 
y Siemann, 2002; Newingham et al., 2007), o (iii) cambios en la concentración de 
nutrientes dentro de la planta que afectan a la calidad nutricional de los tejidos 
(Newingham et al., 2007; Frost y Hunter, 2008). Estas respuestas inducidas son en la 
mayoría de los casos mecanismos de tolerancia que permiten el correcto funcionamiento 
fisiológico de la planta aún teniendo que soportar el stress generado por la agresión 
biotica, o las preparan para la recuperación del vigor tras el ataque. 
Las respuestas inducidas basadas en adaptaciones del crecimiento y de la 
morfología de las plantas, del mismo modo que sucede con las defensas químicas, 
pueden estar determinadas por la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Polley y 
Detling, 1989; Rogers y Siemann, 2002; Newingham et al., 2007). En un estudio 
realizado en  una especie de planta herbácea (Centaurea maculosa), Newingham et al. 
(2007) observaron que cuando las plantas eran atacadas por un herbívoro radical 
(Agapeta zoegana) se incrementaba la adjudicación de biomasa a la parte aérea, 
manteniendo su biomasa total, y que esta respuesta estaba determinada por la 
disponibilidad de nitrógeno (N) en el suelo. El hecho de que las plantas atacadas 
mantuviesen su biomasa total a pesar de la gran pérdida de biomasa de raíces finas y 
gruesas debido al ataque del herbívoro indicó la presencia de una respuesta inducida por 
parte de la planta basada en un crecimiento compensatorio.  
Las plantas también poseen otras respuestas inducidas basadas en cambios 
fisiológicos que actúan como mecanismos de tolerancia contra la herbivoría. La baja 
calidad nutricional de los tejidos es una de ellas ya que puede afectar directamente a los 
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herbívoros reduciendo su tasa de crecimiento, reproducción y supervivencia (Neuvonen 
y Haukioja, 1984). Varios autores han observado que las plantas fertilizadas son más 
susceptibles a la herbivoría que las no fertilizadas, ya que el aumento de la 
disponibilidad de nutrientes aparece habitualmente asociado a una disminución de la 
capacidad defensiva (Bryant et al., 1983; Coley et al., 1985), y además incrementa la 
calidad nutricional (concentración de N y P) de los tejidos de las plantas hospedadoras 
(Mattson, 1980). Sin embargo, las plantas cuando son atacadas presentan respuestas 
inducidas que hacen que redistribuyan los nutrientes de los tejidos más susceptibles de 
ser atacados por los herbívoros hacia otros tejidos con menor potencial de riesgo 
(Mattson, 1980). Esta capacidad de las plantas para redistribuir los nutrientes de unos 
tejidos hacia otros cuando son atacadas también podría estar determinada por la 
disponibilidad de nutrientes en el suelo. Como ejemplo, en el estudio citado 
anteriormente, Newingham et al. (2007) observaron como las plantas de C. maculosa 
atacadas por el herbívoro radical A. zoegana redistribuían la mayor parte del nitrógeno 
de sus raíces hacia la parte aérea, y que esta capacidad de redistribuir el N de una parte a 
otra de la planta estaba fuertemente determinada por la disponibilidad de N en el suelo. 
A pesar de que existe bastante información en plantas herbáceas anuales acerca de estas 
respuestas inducidas basadas en adaptaciones en el crecimiento, morfología y fisiología 
de las plantas (Baldwin et al., 1998; Newingham et al., 2007; Kurzfeld-Zexer et al., 
2010), los estudios realizados con especies de vida larga como las coníferas son muy 
escasos (Frost y Hunter, 2008).  
En el primer capítulo de esta tesis (estudio de campo observacional) se encontró 
que el ataque del curculiónido Hylobius abietis L. modificaba el estado nutricional de 
una plantación de juveniles de Pinus pinaster Ait. La concentración de nutrientes (P y 
N) en las acículas de los pinos no se correspondía con el aporte de nutrientes al suelo 
generado por la fertilización de establecimiento. Además, el ataque del insecto también 
provocó una grave alteración estequiométrica entre la concentración de nutrientes en el 
floema y las acículas de los pinos. Por el contrario, estos patrones no ocurrieron en otra 
parcela análoga e idéntica pero libre del ataque del insecto. De esta forma, se consideró 
que estas alteraciones en los patrones de adjudicación de nutrientes fueron causadas por 
una respuesta inducida de los pinos al ataque del insecto. En ese mismo capítulo 
también se planteó una hipótesis alternativa para explicar las graves alteraciones 
fisiológicas encontradas en las plantas atacadas. Esta hipótesis proponía que el ataque 
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del insecto causaba daños vasculares en la planta que impedían el transporte de los 
nutrientes del suelo a los diferentes tejidos de la planta. La aplicación de un tratamiento 
químico inductor de defensas (por ejemplo metil jasmonato, MJ) que no genere daños 
mecánicos en el sistema vascular de las plantas podría dar una respuesta clara a cual de 
estas dos hipótesis alternativas es la adecuada. 
Por otro lado, aunque existen varios trabajos (especialmente en especies 
herbáceas anuales) donde se estudió el efecto de la disponibilidad de nutrientes en las 
respuestas inducidas basadas en adaptaciones en el crecimiento, fisionomía y fisiología 
de las plantas (Newingham et al., 2007; Frost y Hunter, 2008), en ninguno de ellos 
analizan el papel que juega el genotipo de las plantas. Esta información es de vital 
importancia ya que como se describió en capítulos anteriores el genotipo es uno de los 
factores que determina en mayor medida las respuestas inducidas en las plantas. 
El objetivo de este capítulo fue estudiar si la herbivoría, simulada mediante la 
aplicación de MJ, podría inducir mecanismos de tolerancia en juveniles de P. pinaster. 
Además también se estudió en qué medida la disponibilidad de P y el genotipo podría 
afectar a estas respuestas inducidas. Entre ellas, nos planteamos el estudio de posibles 
alteraciones en (i) la concentración de nutrientes (N y P) y (ii) la distribución de la 
biomasa a lo largo de los diferentes tejidos de la planta (raíz, tallo, acículas y 
braquiblastos) y (iii) en la morfología de las plantas (el número de acículas o el 
porcentaje en biomasa de raíces finas).  
 
8.2. Material y métodos 
8.2.1 Diseño experimental 
El diseño del experimento fue un diseño split-split replicado en cuatro bloques, con dos 
tratamientos de disponibilidad de P (uno completo y el otro deficitario en P) actuando 
como factor whole, dos tratamientos de MJ (control –constitutivo- e inducido con MJ) 
como factor split y las familias de pino como factor split-split. En total fueron 528 
plantas, correspondientes a 4 bloques x 2 tratamientos de disponibilidad de P x 2 
tratamientos de MJ x 33 familias de pino (ver más detalles en la sección metodológica 
del capítulo 3, en el apartado 6.3.2). 
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8.2.2 Mediciones, muestreo y análisis químicos 
En Agosto del 2006, quince días después de aplicar el tratamiento de MJ, se midió la 
altura total y el diámetro basal de todas las plantas. Inmediatamente después se 
cosecharon todas las plantas calculando el número de braquiblastos y acículas de cada 
una de ellas. A continuación, se separaron todas las plantas en braquiblastos, acículas, 
tallos, raíces gruesas y raíces finas, se metieron en sobres separados y se secaron todas 
las muestras a 65 ºC para determinar la biomasa seca de cada una de las partes de la 
planta. Se clasificaron como raíces finas las raíces blancas o marrón claro de menos de 
0,5 mm de diámetro. También se determinó la densidad lineal foliar (número de 
braquiblastos mas número acículas por cm de tallo en la planta) y el porcentaje de raíces 
finas (medido como el cociente entre la biomasa de raíces finas y la biomasa de raíces 
total -finas mas gruesas- en %). Finalmente, en 11 familias seleccionadas al azar entre 
las 33 de las que constaba el experimento, se analizó la concentración de nutrientes (N y 
P) (ver apartado11.5) en braquiblastos, acículas, tallos y raíces (solamente en raíces 
gruesas). 
 
8.2.3 Análisis estadístico 
Los análisis se llevaron a cabo con el paquete estadístico SAS System, usando el 
modelo mixto apropiado para resolver los diseños split-split (Littell et al., 2006): 
Yijkl = μ+ Bi +Pj + MJk + Gl + B*Pij + P*MJjk + P*Gjl + MJ*Gkl + B*P*MJijk + 
P*MJ*Gjkl + εijkl     
donde μ es la media general, Bi, Pj, MJk y Gl son los efectos del bloque i (i = 1 a 
4), tratamiento de disponibilidad de P j (j = 1 a 2), tratamiento de MJ k (k = 1 to 2) y 
familia l (l = 1 a 11 en el análisis de los nutrientes y 1 a 33 en el resto de las variables), 
B*Pij, P*MJjk, P*Gjl, B*P*MJijk y P*MJ*Gjkl son las interacciones correspondientes y 
εijkl es el error experimental. El peso de la semilla fue empleado como covariable en el 
análisis de todas las variables ya que tiene un efecto muy relevante en el desarrollo de 
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los pinos en estado juvenil (Castro et al., 2008), y por lo tanto reducen el término de 
error. Cuando los efectos principales fueron significativos (P <0,05), las diferencias 
entre las medias fueron testadas con el LSMEAN statement. Todas las variables se 
mostraron como las LS means ± error estándar (lsmeans ± s.e.m.).  
Para evaluar la relación estequiométrica entre la concentración de nutrientes (N 
y P) en tallos y acículas se realizaron regresiones lineales para las plantas control 
(constitutivo) y las plantas inducidas con MJ tanto en el tratamiento deficitario en P 
como en el tratamiento de fertilización completa. 
 
8.3. Resultados 
8.3.1 Efecto de la disponibilidad de P, del genotipo y de la aplicación de MJ en el 
crecimiento, desarrollo y ontogenia de juveniles de P. pinaster 
La disponibilidad de P afectó significativamente al crecimiento, ontogenia y morfología 
de los juveniles de P. pinaster (Tabla 8.1). La biomasa de braquiblastos, acículas, tallos, 
raíces gruesas y raíces finas en las plantas que crecieron con estrés de P fueron un 70%, 
55%, 70%, 40% y 45% menores, respectivamente, que en las plantas que crecieron bajo 
un tratamiento de fertilización completo (Figura 8.1). De forma similar, el número de 
braquiblastos, la densidad lineal foliar y el porcentaje de raíces finas de las plantas que 
crecieron bajo un tratamiento de estrés de P fueron un 60%, 20% y 10% menores, 
respectivamente, que en las plantas que crecieron bajo un tratamiento de fertilización 
completo (Figura 8.2). 
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Tabla 8.1. Resumen del modelo mixto para la biomasa de juveniles de P. pinaster 
pertenecientes a 33 familias de polinización abierta bajo dos tratamientos de MJ y dos 
tratamientos de disponibilidad de fósforo. La disponibilidad de fósforo (P), la inducción 
de defensas con MJ (MJ) y el genotipo (G) son efectos fijos, por lo que se muestran los 
valores F y sus correspondientes grados de libertad (gl). Los valores de P en negrita son 
significativos al menos a P <0,05. 
   Biomasa 
   Braquiblastos Acículas Tallo Raíces gruesas 
Raíces  
finas 
 
gl 
num 
gl 
den F P F P F P F P F P 
B 3 3 5,30 0,102 8,54 0,056 1,91 0,305 2,77 0,213 5,33 0,101 
P 1 3 98,28 0,002 230,36 0,001 54,30 0,005 39,25 0,008 59,94 0,005 
MJ 1 6 56,15 0,000 0,21 0,660 6,41 0,045 79,37 0,000 292,61 <0,001
G 32 383 5,25 <0,001 2,39 <0,001 3,10 <0,001 4,78 <0,001 3,27 <0,001
P*MJ 1 6 10,12 0,019 4,13 0,088 1,50 0,267 1,72 0,238 2,39 0,173 
MJ*G 32 383 1,46 0,056 0,91 0,606 0,96 0,533 1,23 0,184 1,20 0,214 
P*G 32 383 1,29 0,142 1,14 0,278 1,18 0,239 1,03 0,420 1,16 0,253 
P*MJ*G 32 383 0,89 0,650 1,04 0,409 0,77 0,814 1,05 0,396 1,17 0,243 
 Peso semilla 1 383 47,08 <0,001 18,80 <0,001 27,85 <0,001 23,22 <0,001 53,16 <0,001
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.1. Biomasa por partes en juveniles de P. pinaster pertenecientes a 33 familias 
de polinización abierta inducidos con MJ (barras negras) y control (constitutivo, barras 
blancas) creciendo en un medio rico en nutrientes (fertilización completa) y en otro 
limitante en fósforo (P limitante). Las barras muestran las medias ± s.e.m. (N = 132). * 
= efecto del MJ. 
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Tabla 8.2. Resumen del modelo mixto para las variables de ontogenia (número de 
braquiblastos) y de morfología (densidad lineal foliar y % de raíces finas) de juveniles 
de P. pinaster pertenecientes a 33 familias de polinización abierta bajo dos tratamientos 
de MJ y dos tratamientos de disponibilidad de fósforo. La disponibilidad de fósforo (P), 
la inducción de defensas con MJ (MJ) y el genotipo (G) son efectos fijos, por lo que se 
muestran los valores F y sus correspondientes grados de libertad (gl). Los valores de P 
en negrita son significativos al menos a P <0,05. 
 
   
Número de 
braquiblastos 
Densidad lineal 
foliar % raíces finas 
 gl num gl den F P F P F P 
B 3 3 1,18 0,446 8,78 0,054 1,86 0,311 
P 1 3 85,79 0,003 29,35 0,012 20,43 0,020 
MJ 1 6 14,77 0,008 21,33 0,004 441,93 <0,001 
G 32 383 2,71 <0,001 2,46 <0,001 2,97 <0,001 
P*MJ 1 6 2,26 0,183 1,39 0,283 20,67 0,004 
MJ*G 32 383 1,11 0,322 0,81 0,766 0,87 0,672 
P*G 32 383 1,13 0,287 1,56 0,030 2,14 <0,001 
P*MJ*G 32 383 1,17 0,248 1,10 0,324 1,52 0,038 
Peso semilla 1 383 7,67 0,006 0,39 0,535 4,01 0,046 
 
El crecimiento, la ontogenia y la morfología de las plantas variaron 
significativamente entre las familias de pino estudiadas (Tablas 8.1, 8.2). Además, las 
familias de pino difirieron en su respuesta a la disponibilidad de P en el análisis del 
número de braquiblastos, la densidad lineal foliar y el porcentaje de raíces finas (Tabla 
8.2). 
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Figura 8.2. Número de braquiblastos (a), densidad lineal foliar (número de acículas y 
braquiblastos por cm de tallo) (b) y porcentaje de raíces finas (c) de juveniles de P. 
pinaster pertenecientes a 33 familias de polinización abierta inducidos con MJ (barras 
negras) y control (constitutivo, barras blancas) creciendo en un medio rico en nutrientes 
(fertilización completa) y en otro limitante en fósforo (P limitante). Las barras muestran 
las medias ± s.e.m. (N = 132). * = efecto del MJ. 
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las plantas tratadas con  MJ (Figuras 8.1, 8.2). La interacción entre el tratamiento de 
disponibilidad de P y el tratamiento de MJ solamente fue significativa en el análisis de 
la biomasa de braquiblastos y del porcentaje de raíces finas (Tabla 8.2), aunque con 
respuestas diferentes. Mientras que la inducción de raíces finas fue significativamente 
mayor en el tratamiento de estrés de P que en el tratamiento de P completo (Figura 
8.2a), la respuesta para la biomasa de braquiblastos fue contraria (Figura 8.1). 
 
8.3.2 Efecto de la disponibilidad de P, del genotipo y de la aplicación de MJ en la 
concentración de fósforo en juveniles de P. pinaster 
La disponibilidad de P marcó diferencias significativas en la concentración de P en los 
braquiblastos, acículas, tallos y raíces de los juveniles de P. pinaster (Tabla 8.3). Las 
concentraciones de P en los braquiblastos, acículas, tallos y raíces de las plantas que 
crecieron bajo el tratamiento de estrés de P fueron un 50%, 40%, 50% y 20% menores, 
respectivamente, que las de las plantas que crecieron bajo el tratamiento de fertilización 
completo (Figura 8.3). 
 
Tabla 8.3. Resumen del modelo mixto para la concentración de fósforo en diferentes 
tejidos de juveniles de P. pinaster pertenecientes a 11 familias de polinización abierta 
bajo dos tratamientos de MJ y dos tratamientos de disponibilidad de fósforo. La 
disponibilidad de fósforo (P), la inducción de defensas con MJ (MJ) y el genotipo (G) 
son efectos fijos, por lo que se muestran los valores F y sus correspondientes grados de 
libertad (gl). Los valores de P en negrita son significativos al menos a P <0,05. 
   [P] braquiblastos [P] acículas [P] tallo [P] raíces 
 gl num gl den F P F P F P F P 
B 3 3 2,12 0,216 4,33 0,130 1,65 0,346 0,60 0,659 
P 1 3 360,01 0,001 438,55 <0,001 341,18 <0,001 1877,02 <0,001 
MJ 1 6 0,54 0,490 4,39 0,081 96,43 <0,001 10,66 0,017 
G 10 115 1,31 0,232 6,15 <0,001 1,98 0,041 3,44 0,001 
P*MJ 1 6 1,66 0,245 1,51 0,265 36,71 0,001 11,39 0,015 
MJ*G 10 115 1,07 0,388 1,43 0,174 1,98 0,041 2,31 0,016 
P*G 10 115 1,68 0,093 3,41 0,001 2,03 0,037 3,05 0,002 
P*MJ*G 10 115 1,78 0,072 1,57 0,125 1,27 0,257 2,43 0,011 
Peso semilla 1 115 2,61 0,110 4,30 0,040 12,32 <0,001 0,21 0,648 
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Se observaron diferencias significativas entre las familias de pino estudiadas 
para la concentración de P en las acículas, tallos y en las raíces (Tabla 8.3). La 
concentración de P en las acículas y en las raíces variaron en un rango de 1,92 a 2,63 
mg g-1, de 2,35 a 2,73 mg g-1 y de 2,64 a 3,34 mg g-1, respectivamente, entre las familias 
de pino. Además, las familias de pino difirieron en su respuesta a la disponibilidad de P 
en el suelo como reveló la interacción significativa entre familia y disponibilidad de P 
(Tabla 8.3). Este patrón no fue observado en la concentración de P en braquiblastos 
(Tabla 8.3). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.3. Concentración de fósforo (P) en diferentes estructuras/tejidos de juveniles 
de P. pinaster pertenecientes a 11 familias de polinización abierta inducidos con MJ 
(barras negras) y control (constitutivo, barras blancas) creciendo en un medio rico en 
nutrientes (fertilización completa) y en otro limitante en fósforo (P limitante). Las 
barras muestran las medias ± s.e.m. (N = 44). * = efecto del MJ. 
 
La aplicación exógena de MJ afectó significativamente a la concentración de P 
en los tallos y raíces de juveniles de P. pinaster (Tabla 8.3). La concentración de P en 
los tallos de las plantas tratadas con MJ fue un 25% mayor que en las plantas control 
(Figura 8.3). Por el contrario, la concentración de P en las raíces de las plantas tratadas 
con MJ fue un 10% menor que en las plantas control (Figura 8.3). La aplicación de MJ 
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los tallos y raíces (interacciones familia x fertilización y familia x MJ significativas, 
respectivamente) (Tabla 8.3). La interacción entre la fertilización fosfórica y el 
tratamiento de MJ fue significativa en el análisis de la concentración de P en tallos y 
raíces (Tabla 8.3), aunque el comportamiento fue opuesto. Mientras que la 
concentración de P en los tallos de las plantas fertilizadas con el tratamiento de P 
completo incrementó después de aplicar MJ, la respuesta de la concentración de P en las 
raíces fue opuesta (Figura 8.3). 
 
8.3.3 Efecto de la disponibilidad de P, del genotipo y de la aplicación de MJ en la 
concentración de nitrógeno en juveniles de P. pinaster 
La disponibilidad de P en el suelo afectó significativamente a la concentración de N en 
los braquiblastos, acículas y raíces de juveniles de P. pinaster (Tabla 8.4). Las 
concentraciones de N en los braquiblastos, acículas y raíces de las plantas que crecieron 
bajo condiciones de estrés de P fueron un 15%, 10% y 20% menores, respectivamente, 
que en las plantas que crecieron bajo un tratamiento de fertilización completo (Figura 
8.4). No se observaron diferencias significativas para la concentración de N en los tallos 
(Tabla 8.4). 
Las concentraciones de N en los braquiblastos, acículas, tallos y raíces 
estuvieron afectadas significativamente por las familias de pino estudiadas (Tabla 8.4). 
Las concentraciones de N en los braquiblastos, acículas, tallos y raíces variaron en un 
rango de 16,63 a 19,45 mg g-1, de 22,26 a 25,19 mg g-1, de 21,45 a 24,62 mg g-1y de 
18,71 a 20,28 mg g-1, respectivamente,  entre las familias de pino. Sin embargo, las 
familias de pino no difirieron en su respuesta a la disponibilidad de P (interacción 
familia x fertilización fosfórica no significativa) (Tabla 8.4).  
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Tabla 8.4. Resumen del modelo mixto para la concentración de nitrógeno en diferentes 
tejidos de juveniles de P. pinaster pertenecientes a 11 familias de polinización abierta 
bajo dos tratamientos de MJ y dos tratamientos de disponibilidad de fósforo. La 
disponibilidad de fósforo (P), la inducción de defensas con MJ (MJ) y el genotipo (G) 
son efectos fijos, por lo que se muestran los valores F y sus correspondientes grados de 
libertad (gl). Los valores de P en negrita son significativos al menos a P <0,05. 
 
   [N] braquiblastos  [N] acículas [N] tallo [N] raíz 
 gl num gl den F P F P F P F P 
B 3 3 8,67 0,055 1,17 0,450 0,13 0,937 0,96 0,513 
P 1 3 62,22 0,004 27,15 0,014 6,75 0,080 57,40 0,005 
MJ 1 6 2,88 0,141 0,52 0,498 223,57 <0,001 1,66 0,245 
G 10 115 4,69 <0,001 3,30 0,001 2,59 0,007 5,15 <0,001 
P*MJ 1 6 6,78 0,040 0,01 0,947 4,15 0,088 28,74 0,002 
MJ*G 10 115 0,88 0,554 1,06 0,397 1,67 0,096 1,65 0,102 
P*G 10 115 1,10 0,367 1,19 0,306 1,60 0,116 1,72 0,083 
P*MJ*G 10 115 0,63 0,787 0,98 0,465 1,67 0,097 0,63 0,782 
Peso semilla 1 115 4,05 0,047 0,42 0,519 1,21 0,274 3,25 0,074 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.4. Concentración de nitrógeno (N) en diferentes estructuras/tejidos de 
juveniles de P. pinaster pertenecientes a 11 familias de polinización abierta inducidos 
con MJ (barras negras) y control (constitutivo, barras blancas) creciendo en un medio 
rico en nutrientes (fertilización completa) y en otro limitante en fósforo (P limitante). 
Las barras muestran las medias ± s.e.m. (N = 44). * = efecto del MJ. 
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La aplicación exógena de MJ afectó significativamente a la concentración de N 
en los tallos (Tabla 8.4). La concentración de N en los tallos en las plantas tratadas con 
MJ fue un 25% mayor que en las plantas control (Figura 8.4). Sin embargo, las familias 
de pino no difirieron en su respuesta a la aplicación del MJ (interacción familia x 
tratamiento de MJ no significativa) (Tabla 8.4). Por otro lado, la interacción entre la 
fertilización fosfórica y el tratamiento de MJ  fue significativa en el análisis de la 
concentración de N en los braquiblastos y en las raíces (Tabla 8.4). Analizando la 
concentración de N en los braquiblastos se observó que no existieron diferencias 
significativas entre plantas tratadas con MJ y plantas control cuando éstas crecieron bajo 
un tratamiento de fertilización completo. Sin embargo, cuando éstas crecieron bajo un 
estrés de P las plantas control presentaron una mayor concentración de N en sus 
braquiblastos que las tratadas con MJ (Figura 8.4). Al analizar la concentración de N en 
las raíces se observó que la respuesta es diferente entre tratamientos de fertilización. 
Mientras que la concentración de N en las raíces de las plantas que crecieron bajo un 
tratamiento de fertilización completo disminuía al aplicar el MJ, esa misma 
concentración en las plantas que crecieron bajo estrés de P aumentaba después de la 
aplicación del MJ (Figura 8.4). 
 
8.3.4 Estequiometría de la concentración de nutrientes en tallos y acículas 
Las concentraciones de P en las acículas y en el tallo en modo constitutivo e inducido 
mostraron una relación lineal, positiva y significativa tanto en el tratamiento deficitario 
en P (Figura 8.5a) como en el tratamiento de fertilización completo (Figura 8.5b). Sin 
embargo, solamente se observó una relación positiva y significativa entre la 
concentración de N en tallo y acículas en las plantas control del tratamiento de 
fertilización completa (N = 44; R2 = 0,21; P <0,001). 
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Figura 8.5. Relación entre la concentración de fósforo (P) en el tallo y la concentración 
de fósforo en las acículas en juveniles de P. pinaster pertenecientes a 11 familias de 
polinización abierta inducidos con MJ (puntos negros) y control (constitutivo, puntos 
blancos) creciendo en un medio limitante en fósforo (a) y otro rico en nutrientes 
(fertilización completa) (b). N = 44 en cada regresión. Cada punto es el promedio 
familiar para la combinación PxMJ. 
 
8.4. Discusión 
Los resultados de este trabajo muestran que la inducción con MJ (tratamiento de 
herbivoría simulada) modifica la concentración de los nutrientes entre los diferentes 
tejidos en juveniles de P. pinaster, y que esta respuesta inducida está fuertemente 
determinada por la disponibilidad de P en el suelo y por el genotipo de la planta. Las 
plantas inducidas con MJ presentaron mayor concentración de P y N en sus tallos y 
menor concentración de P en sus raíces que los controles no tratados. El efecto del MJ 
incrementando la concentración de N en los tallos fue evidente en ambos tratamientos 
de disponibilidad de P. Sin embargo, el efecto del MJ en la concentración de P en tallos 
y raíces solamente fue evidente en las plantas que crecieron bajo un tratamiento de 
fertilización completa. En concordancia con los resultados de este trabajo, la mayor 
parte de los estudios encuentran que la cantidad de N en las plantas afectadas por la 
herbivoría aumenta en la parte aérea (normalmente en el tallo) y disminuye en la parte 
radical (Polley y Detling, 1989; Newingham et al., 2007; Schooler et al., 2007). Sin 
embargo, el efecto de la disponibilidad de nutrientes en esta respuesta inducida no es tan 
evidente. Por ejemplo, Newingham et al. (2007) observaron que las plantas de C. 
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maculosa atacadas por un herbívoro radical desplazaban aproximadamente una cantidad 
de N a sus tallos cercana al doble de la que tenían las plantas no atacadas. Por el 
contrario, las plantas atacadas presentaban una cantidad de N en sus raíces 
significativamente menor que las plantas control. Este fenómeno era marcadamente 
superior cuando las plantas crecían bajo un estrés de N en el suelo. Polley y Detling 
(1989) también observaron en dos especies diferentes de gramíneas que cuando éstas 
eran atacadas por un herbívoro se incrementaba la cantidad de N en el tallo y se 
disminuía en la raíz pero, en concordancia con los resultados de este capítulo,  esta 
respuesta solamente era visible en las plantas que crecían con abundante N en el suelo. 
La información sobre los efectos de la herbivoría en la adjudicación o en la 
concentración de nutrientes en especies arbóreas es mucho más limitada, y en ninguno 
de ellos se estudió el papel que juega la disponibilidad de nutrientes en el suelo en esta 
respuesta inducida. En uno de los pocos trabajos disponibles, con plantas jóvenes de 
Quercus rubra, Frost y Hunter (2008) encontraron una respuesta muy similar a las 
observadas habitualmente en plantas herbáceas. Estos autores encontraron que las 
plántulas cuando eran atacadas por un defoliador (Orgya leucostigma) respondían 
almacenando N en sus tallos. En este sentido, varios autores concluyeron que las plantas 
en condiciones de estrés debido a la herbivoría almacenan grandes cantidades de 
nutrientes en sus tallos para emplear posteriormente en mejorar su crecimiento y 
reproducción (Baldwin et al., 1994; Baldwin et al., 1998).  
En contra de lo que sucedió en tallos y raíces, la concentración de nutrientes en 
los tejidos foliares (acículas y braquiblastos) no se vio afectada por la aplicación de MJ 
(herbivoría simulada). Esto difiere de lo observado habitualmente en plantas anuales 
donde después del ataque de un herbívoro se incrementa notablemente la concentración 
de nutrientes en los tejidos foliares para, de este modo, poseer una mayor capacidad de 
fotosíntesis (Field y Mooney, 1986; Evans, 1989). La duración del ciclo de vida podría 
jugar un papel esencial en este fenómeno, es decir, que las plantas de vida larga como 
las coníferas podrían tener estrategias defensivas diametralmente opuestas a las de las 
plantas anuales. En este sentido, Frost y Hunter (2008) tampoco encontraron un 
aumento significativo en el contenido de N foliar de juveniles de robles defoliados. En 
un metanálisis llevado a cabo por Nykänen y Koricheva (2004) se confirmó esta 
hipótesis de que el efecto de la herbivoría en la concentración de nutrientes en las hojas 
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de las plantas leñosas depende fundamentalmente del estado ontogénico y del tipo de 
planta.  
La mayor parte de los trabajos existentes sobre este tipo de respuestas inducidas 
de carácter fisiológico han estudiado el efecto de la disponibilidad de N en el suelo 
(Polley y Detling, 1989; Newingham et al., 2007). El N es habitualmente el nutriente 
más limitante en los suelos forestales (Rennenberg et al., 2009) y el que mayor 
influencia tiene sobre el sistema defensivo de las plantas (Kainulainen et al., 1996; 
Wainhouse et al., 1998; Warren et al., 1999). Sin embargo, los suelos gallegos, por lo 
general, son pobres en P y ricos en N y materia orgánica (Sanchez-Rodriguez et al., 
2002; Martíns et al., 2009), por lo que el déficit de P podría generar respuestas muy 
diferentes al N. En este sentido, este trabajo es el primero que demuestra que la 
disponibilidad de P en suelo genera unos efectos en la concentración de nutrientes (tanto 
P como N) similares a los del que genera la disponibilidad de N.  
La disponibilidad de nutrientes en el suelo también juega un papel muy 
importante en la resistencia a la herbivoría, ya que una alta disponibilidad de nutrientes 
en el suelo está asociada a una mejora en la calidad nutricional de los tejidos de las 
plantas (Zas, 2003a; Martíns et al., 2009). En el primer capítulo de esta tesis se observó 
que el ataque del curculiónido H. abietis a una plantación de pinos jóvenes provocó una 
grave alteración del estado fisiológico de las plantas, pues la concentración foliar de 
nutrientes no reflejó la aplicación de los diferentes tratamientos de fertilización. En este 
primer capítulo se planteaban dos hipótesis alternativas: (i) que fuese una respuesta 
inducida de las plantas al ataque que haga que se redistribuyan los nutrientes hacia otros 
tejidos menos susceptibles de ser atacados o (ii) que el ataque del insecto provocase 
daños vasculares en las plantas que impidiesen el transporte de los nutrientes del suelo a 
la parte aérea. La utilización de un inductor químico (MJ) que no provoca daños 
mecánicos en las plantas ofrece la oportunidad de estudiar cual de estas dos hipótesis es 
la correcta. Los resultados de este trabajo mostraron que las plantas inducidas con MJ 
que crecieron bajo un déficit de P en el suelo presentaron una concentración de 
nutrientes (especialmente de P) significativamente menor que las plantas inducidas con 
MJ y que crecieron bajo un tratamiento de fertilización completa. Este hecho sugiere 
que la segunda hipótesis es la correcta y que el ataque de H. abietis (o en su defecto 
cualquier otro insecto comedor de floema) provoca daños vasculares en las plantas que 
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dificultan el transporte de nutrientes del suelo a los tejidos aéreos de las plantas. Otro 
resultado que apoya firmemente esta hipótesis es que a pesar de que en la parcela 
estudiada en el primer capítulo de la presente tesis H. abietis alteró la estequiometría 
entre la concentración de P en floema y acículas, en este trabajo las plantas inducidas 
con MJ, tanto en condiciones de déficit de P como bajo una fertilización completa, 
presentaron una relación fuerte, significativa y positiva entre su concentración de P en 
tallos y acículas. 
Los resultados de este trabajo también mostraron que la aplicación de MJ 
(herbivoría simulada) sobre juveniles de P. pinaster modifica la adjudicación de 
biomasa entre los diferentes tejidos de la planta. Las plantas tratadas con MJ 
presentaron una menor cantidad de biomasa de braquiblastos, tallos y raíces gruesas y 
una mayor cantidad de biomasa de raíces finas. Por el contrario, las plantas tratadas con 
MJ presentaron una cantidad más elevada de biomasa de raíces finas que las plantas 
control. Estos resultados son acordes con las teorías de defensa óptima que predicen que 
las plantas cuando crecen en ambientes estresados adjudican una mayor cantidad de 
recursos a las estructuras que pueden maximizar la adquisición de recursos limitados 
(Portsmuth y Niinemets, 2007; Kobe et al., 2010). En este sentido, las raíces finas son 
un tejido cuya función es la absorción del agua y nutrientes presentes en el suelo, por lo 
que son más sensibles a la disponibilidad de nutrientes que otras partes de la planta.  
La aplicación de MJ (tratamiento de herbivoría simulada) provocó cambios 
significativos en la morfología de los pinos. Esta respuesta inducida consistió en un 
incremento de la densidad lineal foliar, pudiendo ser interpretada de dos formas 
diferentes. En primer lugar, las plantas podrían aumentar su densidad foliar con el fin de 
incrementar la biomasa de tejidos fotosintéticos, y de este modo mejorar el crecimiento 
después del ataque (Ruiz-R et al., 2008). Sin embargo, los resultados de este trabajo 
mostraron un efecto contrario. A pesar de que la aplicación de MJ incrementó la 
densidad lineal foliar (número de hojas por cm de tallo) disminuyó la biomasa foliar, 
especialmente de braquiblastos. Sin embargo, existe otra posible interpretación para 
estos resultados y que tiene que ver con los cambios en la morfología de la planta como 
respuesta inducida a la herbivoría. Las plantas cuando aumentan el número de hojas por 
sección de tallo podrían estar disminuyendo el sitio de entrada de los insectos 
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perforadores o comedores de corteza, y esta podría ser considerada como una respuesta 
defensiva. 
Como observamos en capítulos anteriores el genotipo de la planta juega un papel 
muy importante en la capacidad de inducir respuestas defensivas. Por ejemplo, en este 
capítulo observamos que algunas de las respuestas inducidas (incrementos en la 
concentración de P en tallo y raíces) varían significativamente dependiendo del 
genotipo del pino. A pesar de que el genotipo es un factor que determina en gran 
medida tanto las defensas constitutivas (Núñez-Farfán et al., 2007) como la capacidad 
de inducir respuestas defensivas (Karban y Myers, 1989), hasta la fecha no se ha 
estudiado que papel juega en este tipo de respuestas inducidas basadas en cambios en el 
crecimiento, morfología y fisiología de las plantas. 
En resumen, los resultados de este capítulo muestran que la herbivoría induce 
respuestas en los pinos juveniles que implican cambios en sus patrones de crecimiento, 
morfología y almacenamiento de nutrientes inorgánicos, y que estas respuestas están 
determinadas por el genotipo e influenciadas por la disponibilidad de P en el suelo.  
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Esta tesis nace a partir de los resultados de un estudio de campo situado en una de las 
parcelas del plan de mejora de Pinus pinaster en Galicia. En este estudio se observó que 
el ataque del curculiónido Hylobius abietis a los pinos jóvenes fue más severo en las 
plantas fertilizadas, especialmente con P, y que la intensidad de dicho ataque difería 
dependiendo del genotipo de la planta. Estos resultados tienen una gran repercusión a 
nivel ecológico, especialmente en la comprensión de los factores que determinan las 
interacciones insecto-planta, pero también tienen una gran relevancia a nivel 
económico. La fertilización de establecimiento es una herramienta selvicultural 
comúnmente empleada en repoblaciones forestales ya que mejora en gran medida el 
crecimiento, tanto en altura como en volumen, en los primeros años del árbol. Sin 
embargo, la magnitud de los daños y la mortalidad provocados por el ataque de este 
insecto sobre las plantas fertilizadas conducen a cuestionar el empleo de la fertilización 
de establecimiento en lugares con alto riesgo de ataque por parte de plagas forestales. 
Por otra parte, la importante variación genética observada en la susceptibilidad abre las 
puertas a seguir estudiando con mayor profundidad si existe variación genética en las 
defensas de los pinos. 
La primera pregunta que surgió de este trabajo previo de campo fue: ¿por qué el 
insecto prefiere las plantas fertilizadas? Llegados a este punto planteamos dos posibles 
hipótesis, por un lado que las plantas fertilizadas podrían estar peor defendidas y por 
otro lado que las plantas fertilizadas podrían tener una mejor calidad nutricional en sus 
tejidos. En el primer capítulo de la presente tesis realizamos un estudio observacional 
del sistema defensivo (canales resiníferos) y del estado nutricional de los pinos de la 
parcela atacada por H. abietis, comparando los resultados con los observados en otra 
parcela análoga y situada a pocos kilómetros, pero libre de ataque. Los resultados del 
primer capítulo muestran que las plantas fertilizadas tienen, en efecto, una menor 
densidad de canales resiníferos en el floema (primera barrera defensiva contra H. 
abietis). Por el contrario los pinos fertilizados no mostraron una mayor calidad 
nutricional en sus tejidos (floema y acículas), si bien es importante reseñar que las 
plantas fertilizadas en la parcela no atacada sí que tenían una mayor calidad nutricional 
en sus tejidos. Teniendo en cuenta este punto planteamos dos posibilidades para 
explicar el hecho de que la concentración de nutrientes en las plantas de la parcela 
atacada no hubiese reflejado la aplicación de los diferentes tratamientos de fertilización. 
Por un lado, es posible que las plantas atacadas por H. abietis respondiesen 
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redistribuyendo sus nutrientes hacia tejidos menos susceptibles de ser atacados y por 
otro lado, existe la posibilidad de que el grado de ataque fuese tan severo que produjese 
daños vasculares en la planta que alterase el transporte de nutrientes del suelo hacia los 
tejidos de la planta. El empleo de un inductor químico que simule el ataque de un 
herbívoro sin producir daños vasculares en la planta se plantea como clave para resolver 
este dilema. 
Este estudio observacional planteado como primer capítulo de la presente tesis 
resultó una buena primera aproximación para entender el efecto de la fertilización en la 
resistencia a la herbivoría. Sin embargo, existen varios puntos débiles que necesitan una 
mayor profundización. En primer lugar, en este estudio no existían plantas control o 
libres de ataque (el insecto dañó al 94% de las plantas). Aunque se empleó como control 
una parcela análoga, con condiciones climáticas y edáficas casi idénticas, el diseño del 
experimento no era perfecto ya que el efecto parcela se confunde con el efecto ataque. 
En segundo lugar, no se estudió la variación genética en los mecanismos de resistencia a 
pesar de que puede ser una fuente de variación de primer orden. Estos puntos débiles y 
las puertas abiertas que aparecieron después de este primer capítulo provocaron que 
considerásemos necesaria una mayor profundización en el estudio de los efectos de la 
fertilización y del genotipo sobre las defensas constitutivas e inducidas de los pinos 
juveniles, controlando y manipulando el ataque del insecto. De este modo, se planteó el 
experimento central de esta tesis donde se incluían diferentes genotipos de pinos, 
tratamientos de fertilización fosfórica y el empleo de un elicitador químico de 
respuestas inducidas (metil jasmonato, MJ) que simula los daños provocados por el 
insecto, de forma homogénea y sin dañar el sistema vascular de las plantas. 
La aplicación exógena de elicitadores químicos de respuestas inducidas como el 
MJ se emplea comúnmente, y con muy buenos resultados, para simular los daños 
provocados por insectos herbívoros. Estos elicitadores químicos son mucho más fáciles 
de manipular y generan efectos más homogéneos que la herbivoría real. La aplicación 
de MJ se ha empleado en multitud de ocasiones para generar respuestas inducidas en 
distintas especies herbáceas y leñosas, entre ellas alguna conífera. Sin embargo, hasta la 
fecha no existe ningún trabajo de este tipo en P. pinaster. Por tanto, en la presente tesis 
planteamos un segundo capítulo de carácter metodológico en el que estudiamos si el 
efecto de la aplicación de MJ a juveniles de P. pinaster provocaba respuestas inducidas 
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similares a la herbivoría real (comparándolo con el ataque de H. abietis) que aumentan 
la resistencia efectiva frente H. abietis y si la aplicación de MJ en una rama lateral 
provocaba respuestas defensivas en otras partes de la planta. Los resultados de este 
capítulo mostraron que la aplicación exógena de MJ a juveniles de P. pinaster induce 
respuestas defensivas muy parecidas a la herbivoría real y que además, estas respuestas 
son efectivas aumentando la resistencia frente a H. abietis. La aplicación de MJ en una 
rama lateral provoca, a su vez, respuestas inducidas en la parte apical de la planta. 
Además, los resultados de este capítulo nos han permitido decidir la concentración de 
MJ (en torno a 25 mM) y el agente dispersante del MJ (etanol mejor que Tween-20) 
más adecuados para emplear en el experimento central de esta tesis y en futuros 
experimentos. El único punto débil de este segundo capítulo es que a pesar de que 
encontramos, en períodos de tiempo relativamente cortos, respuestas inducidas y 
efectivas en la resistencia a la herbivoría provocadas por la aplicación de MJ 
desconocemos cuales son los tiempos exactos de estas respuestas. Es por esto que 
creemos que es necesario abordar en futuros experimentos el estudio de cuales son los 
efectos en el tiempo tanto de la aplicación de MJ como de la herbivoría real en las 
diferentes defensas químicas de los pinos. 
Una vez conocidos los efectos de la aplicación del MJ en los juveniles de P. 
pinaster procedimos al montaje del experimento central de esta tesis, con el objetivo de 
estudiar los efectos de la disponibilidad de P en el suelo y del genotipo en las defensas 
constitutivas e inducidas de juveniles de P. pinaster. En el tercer capítulo de esta tesis 
observamos, tal y como proponen varías teorías ecológicas, que la disponibilidad de P 
en el suelo disminuye significativamente la concentración de las defensas químicas 
cuantitativas (resina y compuestos fenólicos) de los pinos. Este hecho, basado en un 
robusto estudio en condiciones controladas con un tamaño muestral suficiente, respalda, 
en efecto, la hipótesis de que el mayor ataque de H.abietis sobre las plantas fertilizadas 
podría ser, en efecto, debido en gran medida a que éstas estén menos defendidas. Por el 
contrario, en el cuarto capítulo encontramos que la disponibilidad de P no tiene efectos 
significativos en la concentración de terpenos foliares. La ausencia de respuesta de los 
terpenos foliares a la nutrición tiene una difícil interpretación pero podría ser debido al 
hecho de que los terpenos volátiles además de su rol como defensas directas tienen otras 
funciones como defensas indirectas, pues funcionan como agentes señalizadores al ser 
emitidos durante la actividad estomática. Esta función señalizadora de los terpenos 
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foliares podría tener efectos negativos para la planta, como por ejemplo la atracción de 
otros herbívoros. La falta de efecto de la fertilización sobre el contenido de terpenos 
foliares podría interpretarse, por tanto, como una actividad de mantenimiento de la 
homeostasis con el objetivo de evitar las emisiones incontroladas de grandes cantidades 
de terpenos desde las hojas. En el tercer capítulo también observamos que la producción 
de defensas químicas cuantitativas tanto constitutivas como inducidas tiene unos costes 
asociados en términos de eficacia biológica cuando los nutrientes en el suelo son 
escasos. Estos resultados tienen una gran trascendencia ya que los costes asociados a la 
producción de defensas rara vez han sido estudiados en especies arbóreas y nunca en 
coníferas. Además, en general, las investigaciones anteriores no han considerado las 
condiciones ambientales en las que estos costes aparecen.  
Un punto muy importante a tener en cuenta en nuestro estudio es que medimos 
la eficacia biológica de los pinos como su crecimiento (altura, diámetro y biomasa), 
cuando la eficacia biológica de las plantas se mide habitualmente como la contribución 
de un individuo a la generación siguiente (reproducción). En este sentido, la forma más 
adecuada de medir la eficacia biológica de los pinos podría ser evaluando el número de 
semillas que producen sus piñas, el éxito de germinación de las mismas o incluso el 
peso de las semillas. Sin embargo, los pinos no empiezan a florecer hasta pasados varios 
años y el período de maduración de las piñas es tan largo (2 años) que imposibilitan 
medir los efectos de la producción de defensas en dichos caracteres de eficacia 
biológica. En cualquier casoel crecimiento es las etapas iniciales en especies de luz 
como los pinos es una variable estrechamente relacionada con su eficacia biológica. 
En esta tesis observamos que la disponibilidad de nutrientes (en este caso P) 
tiene una gran repercusión en la producción de defensas constitutivas e inducidas y en 
los costes asociados a su producción en juveniles de P. pinaster. En futuros 
experimentos estudiaremos si otros factores ambientales como la disponibilidad de luz y 
agua o la competencia tienen efectos similares sobre las defensas de los pinos. Por otro 
lado, observamos una importante variación genética tanto en las defensas químicas 
cuantitativas como en los terpenos foliares, éstos últimos con heredabilidades muy altas. 
Por tanto, la variación genética se considera como el fuel para la evolución. 
Además de los mecanismos de resistencia, las plantas también poseen 
mecanismos de tolerancia que pueden acompañar a éstos y hacer más efectiva la lucha 
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contra los agentes invasores. En el quinto y último capítulo de esta tesis se estudiaron 
varias respuestas defensivas, principalmente basadas en la adjudicación de biomasa y 
nutrientes en los diferentes tejidos de la planta, que se pueden denominar como 
tolerancia inducida. En este capítulo observamos dos respuestas inducidas muy 
llamativas y novedosas: en primer lugar, los pinos inducidos con MJ (herbivoría 
simulada) adjudican una mayor biomasa a sus raíces finas en detrimento de los tejidos 
foliares y en segundo lugar, adjudican una mayor concentración de nutrientes a sus 
tallos en detrimento de sus raíces. Como sucede en algunos de los mecanismos de 
resistencia anteriormente descritos (capítulos 3 y 4), también observamos que estas 
respuestas inducidas están fuertemente determinadas tanto por la disponibilidad de P en 
el suelo como por el genotipo de la planta. 
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1) La fertilización de establecimiento disminuyó significativamente la densidad de 
canales resiníferos en el floema, afectando así a la capacidad defensiva de las plantas.  
2) El ataque de H. abietis incrementó significativamente la densidad de canales 
resiníferos y el área conductora en el xilema, variables representativas de la capacidad 
de defensa de las plantas frente a herbívoros, así como alteró considerablemente el 
estado nutricional y la distribución de los nutrientes en los diferentes tejidos de la 
planta. Por un lado, la concentración de nutrientes en las acículas no fue acorde a la 
disponibilidad de nutrientes en el suelo. Por otro lado, las plantas atacadas por H. abietis 
mostraron una alteración estequiométrica en la concentración de P y N entre floema y 
acículas. 
3) La aplicación de MJ en juveniles de P. pinaster indujo defensas químicas 
cuantitativas similares a las generadas por la herbivoría real y por daños mecánicos, 
aumentando la resistencia contra el herbívoro H. abietis medida mediante un bioensayo 
in vitro en el laboratorio e in vivo en el invernadero. Sin embargo, cuando las dosis de 
MJ fueron altas disminuyó significativamente el crecimiento primario de los pinos 
estudiados. 
4) La aplicación de MJ (concentración 100 mM) a una rama basal lateral fue capaz de 
inducir respuestas defensivas en la parte apical del tallo, aunque las respuestas no fueron 
uniformes a lo largo de la planta como demostró la ausencia de efecto en las ramas 
basales opuestas. 
5) La inversión en defensas cuantitativas constitutivas (resina y fenoles) fue 
significativamente mayor en los pinos que crecieron en un ambiente limitado de P. Por 
otro lado, la disponibilidad de P no afectó a la inducción de resina en los tallos pero 
redujo severamente la inducción de compuestos fenólicos en las acículas, que tan solo 
fue significativa bajo condiciones de estrés de P. 
6) La disponibilidad de P en el suelo también moduló los costes vegetativos de las 
defensas constitutivas e inducidas. Bajo condiciones limitantes de P, el crecimiento 
secundario y la acumulación de biomasa fueron menores en las familias que mostraron 
las mayores concentraciones de resina constitutiva. Por otro lado, bajo condiciones de 
Conclusiones 
 172
estrés de P, la tasa de crecimiento se redujo en aquellas familias de pino en las que la 
inducción de compuestos fenólicos fue mayor. 
7) Se observó una gran variación genética tanto en los niveles constitutivos de todas las 
variables de defensa estudiadas (resina y compuestos fenólicos) como en la 
inducibilidad de la concentración de resina en los tallos después de aplicar el MJ como 
reveló la significación en la interacción familia x inducción con MJ. 
8) La disponibilidad de P en el suelo no afectó significativamente al contenido de 
terpenos foliares, ni tampoco interaccionó con la capacidad de expresar respuestas 
inducidas (interacción P x MJ no significativa). 
9) Los cambios en los terpenos foliares después de aplicar MJ fueron más de tipo 
cualitativo que cuantitativo. El mayor cambio provocado por la aplicación de MJ en los 
terpneos foliares fue la reducción de la concentración de α-pineno a expensas del 
enriquecimiento de β-pineno. Por el contrario, no se observaron cambios cuantitativos 
ni en el contenido de terpenos totales ni en el contenido de monoterpenos, solamente 
una pequeña reducción en el contenido de sesquiterpenos después de aplicar MJ. 
10) La concentración de los terpenos foliares (total e individual) mostraron una gran 
variación genética, con altas heredabilidades. Las heredabilidades estimadas para la 
concentración de los monoterpenos y los sesquiterpenos constitutivos en las acículas 
fueron muy altas, mientras que para la concentración de terpenos inducidos fueron 
notablemente más bajas. Sin embargo, la variación familiar en los terpenos foliares no 
se vio alterada por la fertilización fosfórica como indicó la falta de significación de la 
interacción G x P. 
11) La aplicación de MJ incrementó la concentración de P y N en los tallos de juveniles 
de P. pinaster y redujo la concentración de P en sus raíces. Esta respuesta inducida 
estuvo fuertemente determinada por la disponibilidad de P en el suelo y por el genotipo 
de la planta.  
12) La aplicación de MJ redujo la biomasa de braquiblastos, tallos y raíces gruesas en 
juveniles de P. pinaster e incrementó la biomasa de raíces finas. Sin embargo, esta 
respuesta inducida no estuvo está determinada ni por la disponibilidad de P en el suelo 
ni por el genotipo de la planta.  
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13) La aplicación de MJ provocó cambios significativos en la morfología de los pinos, 
incrementando la densidad lineal foliar (número de hojas por sección de tallo). Esta 
respuesta inducida podría ser considerada como un mecanismo de defensa ya que al 
aumentar la densidad lineal se podría estar disminuyendo el sitio de entrada de los 
insectos perforadores o comedores de corteza. 
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11.1 Determinación de la concentración de resina 
Para determinar la concentración de resina en los tallos se cuantificó la cantidad de 
resina medida en mg g-1 peso seco del tallo, siguiendo el método propuesto por 
Wainhouse et al. (1998), ligeramente modificado. Se tomaron segmentos de 15 cm de 
longitud del tallo y se colocaron en tubos de vidrio previamente pesados en una báscula 
de precisión hasta la décima de miligramo. A continuación se añadió hexano en los 
tubos hasta superar la altura de los tronquitos (aproximadamente 3 ml), se agitaron en 
un vórtex y se incubaron en un baño de ultrasonidos a 45 ºC durante 20 min para que la 
resina se disolviese totalmente en el hexano. Se dejó reposar 24 h dentro de la campana 
extractora. Al día siguiente, se filtró el hexano en otros tubos de vidrio nuevos y de peso 
conocido con la ayuda de un embudo y filtros de fibra de vidrio (Whatman GFF) para 
impedir el paso de impurezas (restos de material vegetal). A continuación se realizó una 
segunda extracción de la resina del mismo modo que la primera. Finalmente, se 
obtuvieron dos extracciones en tubos de vidrio con hexano dejándolos en la campana 
extractora hasta que se evaporase totalmente el disolvente (aproximadamente 1 
semana). Los tubos de vidrio con los restos vegetales (tronquitos) se metieron en la 
estufa a 80 ºC durante 48 h. El contenido de resina en los tallos se calculó por la 
diferencia de peso de los tubos (inicial y final), correspondiente al residuo resinoso 
depositado en las paredes y en el fondo de los tubos en mg. La concentración de resina 
se calculó como la suma de los mg de las dos extracciones realizadas dividido por el 
peso seco del tallo en g (obtenido igualmente por diferencia de peso entre los tubos). En 
ensayos previos se observó una correlación positiva, fuerte y significativa entre la 
concentración de resina obtenida mediante este método gravimétrico y la concentración 
de diterpenos cuantificada por cromatografía de gases (r = 0,9214; P = 0,00002). 
 
11.2 Determinación de la concentración de fenoles totales 
Para cuantificar la concentración de fenoles totales en las acículas (mg de fenoles g-1 
peso seco de acículas) se siguió el método del reactivo Folin-Cicocalteau (Covelo y 
Gallardo, 2001). 
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 Para realizar la extracción de los fenoles totales se añadieron 10 ml de metanol 
50% a una alícuota de 0,5 g de acículas molidas de cada muestra, se agitó la mezcla, se 
sometió durante 15 minutos a un baño de ultrasonidos y, a continuación, a 15 minutos 
de ultracentrífuga a 2500 rpm. Tras este proceso se obtuvo un extracto de los fenoles 
totales en metanol y una fase sólida decantada que se desechó. Para la correcta 
valoración de la concentración de fenoles en el género Pinus se debe diluir este extracto 
hasta obtener una relación de extracción de entre 1-1,5 mg de acículas molidas (peso 
seco) ml-1 de agente extractor (metanol). Este proceso se realizó para cada muestra con 
ayuda de un diluidor automático. Para ello se diluyeron 0,5 ml del extracto de metanol 
en 20 ml de agua destilada, con lo que se obtuvo una primera disolución de 1,25 mg ml-
1. 
Una vez preparadas las muestras, se realizó una valoración colorimétrica en 
microplacas para cuantificar la concentración de fenoles totales. Para ello se prepararon 
6 patrones de concentraciones conocidas de ácido tánico partiendo de una disolución 
madre de 20 mg ml-1, que se obtuvo diluyendo 0,5 g de ácido tánico en 25 ml de agua 
destilada. Cinco de los seis patrones se prepararon diluyendo la disolución estándar de 
20 mg ml-1 hasta 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125 y 3,9063 µg ml-1. El sexto patrón fue agua 
destilada (0 mg ml-1). Llegados a este punto, los patrones de ácido tánico y las muestras 
de extracto estaban listos para ser pipeteados en las microplacas. En cada microplaca se 
depositaron 200 μl de cada patrón replicado 6 veces y 200 μl de 19 muestras replicadas 
3 veces. A continuación se añadió a cada uno de los pocillos 20 μl de reactivo Folin-
Ciocalteau y, tras 1-8 minutos, 40 μl de Na2CO3 20%, de modo que todos los pocillos 
contuvieron un volumen final de 260 μl. Después se dejó en reposo durante 2-2,5 h de 
incubación, tiempo durante el que la mezcla va adquiriendo un color azul con una 
oscuridad proporcional a la concentración de fenoles totales presente en la muestra. 
Transcurrido ese tiempo, se procedió a la lectura de la absorbancia en un lector de 
microplacas (espectrofotómetro Biorad Model 680) con un filtro de 740 nm.  
Conocida la concentración de ácido tánico de los 6 patrones y una vez 
determinada su absorbancia, se pudo deducir la ecuación que relaciona ambas variables 
mediante una regresión lineal de la recta de los patrones para cada microplaca (Figura 
11.1). Una vez conocidas las ecuaciones de las rectas de los patrones se pudo calcular la 
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concentración expresada en mg equivalentes de ácido tánico de cada muestra, en 
función de la absorbancia obtenida con el espectrofotómetro. 
La ecuación de la recta fue:                 y = a * x + b 
donde y fue la absorbancia y x la concentración de fenoles totales medidos como 
mg equivalentes de ácido tánico. a y b fueron parámetros deducidos para cada recta. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11.1. Ejemplo de recta patrón de ácido tánico. Se muestra la relación entre la 
absorbancia registrada por el espectrofotómetro a 740 nm y la concentración de ácido 
tánico. 
 
No obstante, las concentraciones obtenidas con este cálculo no pertenecieron a 
los 200 μl de las muestras (extracto de metanol), sino a los 260 μl de muestra y 
reactivos presentes en el pocillo. Para determinar la concentración correspondiente 
únicamente a las muestras se empleó la relación        C * V = C´ * V´ 
Donde C fue la concentración en el pocillo (mg ml-1), V fue el volumen en el 
pocillo (260 μl), C´ fue la concentración en la alícuota (mg ml-1), y V´ el volumen de la 
alícuota (200 μl). 
La concentración real de mg equivalentes de ácido tánico de cada muestra, 
expresada en mg ml-1, se obtuvo con esta misma fórmula tras corregir el paso de 
dilución realizado tras la extracción. 
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Finalmente, para el cálculo de los mg equivalentes de ácido tánico por cada 
gramo de muestra de acícula seca, se realizó la siguiente operación:  
C´ * 10 mlCH3OH / 0,5 g muestra seca 
 
11.3 Determinación de la concentración de taninos condensados 
Para el cálculo de la concentración de taninos condensados en las acículas (mg de 
taninos g-1 peso seco de acículas) se empleó el método de la proantocianidina (Porter et 
al., 1986). 
El extracto para el análisis de los taninos condensados fue exactamente el mismo 
que para los fenoles totales, solamente cambia el reagente. El reagente fue una 
disolución de sulfato ferroso heptahidrato. Para prepararlo, se diluyeron 0,7 g de esta sal 
en 50 ml de ácido clorhídrico concentrado, y luego se completó con n-butanol hasta 1 
litro de volumen. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11.2. Ejemplo de recta patrón de quebracho. Se muestra la relación entre la 
absorbancia registrada por el espectrofotómetro a 550 nm y la concentración de 
quebracho. 
 
En un tubo con tapón de rosca se colocaron 0,2 ml de extracto (el de metanol 
50%) y 2,8 ml de reagente. Una vez cerrados y agitados todos los tubos, se calientaron 
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hasta 95° C en estufa durante 50 min. Transcurrido ese tiempo se sacaron de la estufa y 
se enfriaron en hielo hasta 0 ºC. A continuación, se aplicaron 200 μl en cada pocillo de 
las microplacas (3 réplicas por muestra) leyendo la absorbancia en un lector de 
microplacas (espectrofotómetro Biorad Model 680) con un filtro de 550 nm. Como 
estándar se utilizó extracto de quebracho (72% de contenido de taninos condensados), 
siguiendo el mismo procedimiento que con los fenoles totales (Figura 11.2). Todos los 
cálculos fueron análogos a los realizados para los fenoles totales. 
 
11.4 Determinación de la concentración de almidón y azúcares solubles 
La concentración de azúcares solubles y carbohidratos de reserva (almidón) se analizó 
en muestras de tallos molidas y secadas a 65 ºC mediante el método de la antrona 
(Hansen y Møller, 1975; Adams et al., 1986). En ensayos previos se observó que la 
mayor concentración de almidón se encontraba en los tallos y raíces de los pinos (20% 
más que en las acículas) y ambas muy correlacionadas (r = 0,8389; P = 0,00005). Para 
la extracción de los azúcares solubles se pesaron 50 mg de muestra de tallo, se le 
añadieron 2, 5 ml de etanol (80% v/v) y se centrifugaron las muestras en un baño de 
agua a 40 ºC durante 15 min. Este extracto se guardó inmediatamente en el congelador. 
A continuación, y en el mismo material vegetal que el empleado con los azúcares, se 
extrajo el almidón añadiéndole 5 ml ácido hidroclórico 1,1% y centrifugando en un 
baño de agua a 100 ºC durante 30 min. Después se diluyeron las muestras añadiéndole 
10 ml de agua destilada y se guardaron en el congelador. Una vez realizada la 
extracción de los azúcares solubles y del almidón, se hicieron los análisis de ambos por 
separado en tubos de ensayo con rosca y siguiendo el mismo protocolo. Se pipeteó 1 ml 
de extracto (azúcares o almidón) y se le añadió 5 ml del reactivo de antrona frío (0 ºC 
aproximadamente). El reactivo de antrona se preparó diluyendo 1 g de antrona en 500 
ml de ácido sulfúrico al 72% y colocando la mezcla en un baño de agua a 100 ºC 
durante 11 min. Luego se enfría la mezcla a 0 ºC con hielo. La concentración de 
azúcares solubles y almidón en los tallos se determinó por colorimetría leyendo la 
absorbancia de las muestras en un lector de microplacas (espectrofotómetro Biorad 
Model 680) con un filtro de 630 nm. Como patrones para el cálculo de la concentración 
de azúcares solubles y almidón se emplearon glucosa y almidón de patata (0 a 10 mg 
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almidón/10 mL disolución), respectivamente. Los cálculos se realizaron de forma 
análoga a los utilizados para los fenoles totales y los taninos condensados. 
 
11.5 Determinación de la concentración de nutrientes 
Para el cálculo de la concentración de nutrientes en tejido vegetal se procedió en primer 
lugar a la digestión seca con sulfuro de selenio de las muestras vegetales (Walinga et 
al., 1995).  
Se pesaron con precisión 0.3 g de cada muestra vegetal molida y secada a 65 ºC 
y se transfirieron a los tubos de digestión teniendo cuidado de que todo el material 
vegetal quedase por debajo del cuello del tubo. Se añadieron 2.5 ml de la mezcla de 
digestión moviendo cuidadosamente hasta que todo el material estuviese humedecido. 
Para preparar la mezcla de digestión se disolvieron 3.5 g de selenio en 1 l de ácido 
sulfúrico calentando aproximadamente a 300 ºC y cubriendo el matraz con una bola de 
vidrio. El color se volvió verde azulado y después amarillo claro. El proceso duró de 3 a 
4 h. Por último, se disolvieron 72 g de ácido salicílico en 1 l de la mezcla de sulfúrico 
selenio. Después de añadir la mezcla de digestión a las muestras se dejó reposar la 
disolución durante aproximadamente 2 h. Pasado ese tiempo se colocaron los tubos de 
digestión en el bloque calefactor y se calentó a 100 ºC durante 2 h. Luego se quitaron 
los tubos del bloque, se dejaron enfriar y se añadieron tres veces 1 ml de peróxido de 
hidrógeno (después de cada dosis de peróxido de hidrógeno había que agitar con 
cuidado y esperar a que cesase la reacción para echar la siguiente dosis de 1 ml). Se 
colocaron de nuevo los tubos en el bloque calefactor y se calentó a 330 ºC. La digestión 
finalizó cuando el líquido se vuelve incoloro o amarillo pálido (normalmente a las 3 h). 
Si era necesario se le añadían dos veces 1 ml de peróxido de hidrógeno para eliminar los 
restos de la digestión que quedaban en las paredes del tubo. Se dejaron enfriar los tubos  
durante unos 15-20 min y se añadieron 40 ml de agua destilada, dejándolos reposar 
durante 12 h. Por último se añadió agua destilada a cada muestra hasta un volumen de 
100 ml y se almacenaron estos extractos en botes hasta el análisis de los nutrientes. 
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Nitrógeno (N) 
Se prepararon los patrones de 0; 0,5; 1; 2; 4; 6 y 8 ppm de amonio. Para ello se preparó 
una  solución estándar de amonio de 1000 ppm (1000 mg N l-1) disolviendo 3,2809 g de 
NH4Cl en 1 l de agua destilada. A partir de esta solución estándar se prepararon todos 
los patrones. A continuación se disolvieron todas las muestras con la ayuda de un 
diluidor automático tomando 1 ml de muestra y añadiéndole 9 ml de agua destilada 
(1:10 v/v). Se pipetearon 175 µl de patrones y de muestras por triplicado en las 
microplacas. Una vez pipeteadas las muestras y los patrones se añadieron 75 µl de 
reactivo de citrato + salicilato (1 parte de citrato y 2 de salicilato). El reactivo citrato se 
preparó disolviendo 5 g de citrato trisódico (Na3C6H5O72H2O) y 2 g de hidróxido 
sódico (NaOH) en 100 ml de agua destilada. El reactivo salicilato se preparó 
disolviendo 7,813 g de salicilato sódico (C7H5NaO3) y 0,125 g de sodio 
pentacianonitrosoferrato III 2- hidrato (Na2Fe(CN)5NO2H2O), (sodium nitroprusside) 
en 100 ml de agua destilada. Por último se añadieron 25 µl de reactivo de hipoclorito. 
Este reactivo se preparó disolviendo 1 g de fosfato sódico (Na3PO4), 2 ml de hidróxido 
sódico 2 M (NaOH) y 10 ml de hipoclorito sódico (NaOCl 0,7 M) en 100 ml de agua 
destilada. Este reactivo había que prepararlo a diario. Las microplacas se dejaron 
incubar durante 45 minutos leyendo su absorbancia con un lector de microplacas 
(espectrofotómetro Biorad Model 680) con un filtro de 650 nm.  
Conocida la concentración de los 7 patrones y una vez determinada su 
absorbancia, se pudo deducir la ecuación que relacionaba ambas variables mediante una 
regresión lineal de la recta de los patrones para cada microplaca. Una vez conocidas las 
ecuaciones de las rectas de los patrones se calculó la concentración expresada en mg 
equivalentes de amonio de cada muestra, en función de la absorbancia obtenida con el 
espectrofotómetro. 
La ecuación de la recta fue:                 y = a * x + b 
donde y fue la absorbancia y x la concentración de nitrógeno medidos como mg 
equivalentes de amonio. a y b fueron parámetros deducidos para cada recta. 
Para determinar la concentración correspondiente de cada muestra se empleó la 
relación        C * V = C´ * V´ 
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Donde C fue la concentración en el pocillo (mg mL-1), V fue el volumen en el 
pocillo (275 μL), C´ fue la concentración en la alícuota (mg mL-1), y V´ el volumen de 
la alícuota (175 μL). 
Finalmente, para el cálculo de los mg equivalentes de amonio por cada gramo de 
muestra seca, se realizó la siguiente operación:  
C´ * 100 mlagua destilada / 0,3 g muestra seca. 
 
Fósforo (P) 
La concentración de P se analizó en los mismos extractos que los que se emplearon para 
el análisis de la concentración de N. Todos estos análisis fueron realizados en el 
laboratorio central de la Universidad de Vigo (CACTI, http://www.uvigo.es/webs/cactiweb/) 
por espectroscopía óptica (ICP-OES) usando una Perkin-Elmer Optima 4300DV 
(Massachusetts, USA). La concentración de P  se expresó en mg g-1 peso seco del 
material vegetal. 
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Alterations of the resin canal system of Pinus pinaster seedlings
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Abstract Changes in resource availability and biotic and
abiotic stress may alter the defensive mechanisms of pine
trees. The effect of fertilisation on the resin canal structure
of Pinus pinaster seedlings established in two trials in NW
Spain, one attacked by Hylobius abietis and the other non-
attacked, was studied. The leaders of 50 plants were
destructively sampled and the resin canal density, the canal
area and its relative conductive area in the phloem and
xylem were assessed. Experimentally increased nutrient
availability significantly decreased resin canal density in
the phloem of the seedlings in the two analysed trials,
where unfertilised seedlings presented up to 30% more
resin canal density than the fertilised seedlings (mean value
± SEM = 0.32 ± 0.02 resin canals mm-2 in the fertilised
plants versus 0.45 ± 0.04 resin canals mm-2 in the control
plants). Fertilisation had no effect on the resin canal system
in the xylem, but significantly increased tracheid size.
Significant differences of resin canals among sites were
observed mainly in the xylem; the resin canal density was
1.7-fold greater in the attacked site than in the non-attacked
site. The similar structure of phloem resin canals in both
sites supports that phloem resin canals are constitutive
mechanisms of defence in P. pinaster, whereas xylem resin
canals would be constitutive mechanisms but also induc-
ible mechanisms of resistance following the attack of pine
weevils or bark beetles.
Keywords Herbivory  Constitutive defence 
Induced defence  Phloem  Xylem  Large pine weevil
Introduction
Conifers have colonised diverse habitats to a greater extent
than any group of plants, and this success is partially a
result of the highly evolved defence systems against
invading organisms (Schulman 1954; Phillips and Croteau
1999). Plant defence mechanisms have been classified
according to their permanence in time into constitutive and
inducible defences. Constitutive defences are permanent
structures or chemical compounds that occur regardless of
the presence of damage. The preformed resin canal system
present in the cortex of many conifer species is considered
as one of the initial and most important defence mecha-
nisms against stem-invading insects. The resin of conifers
is a complex mixture of plant secondary compounds, which
may function as herbivore defences increasing larval
mortality and altering weevils and bark beetle feeding
behaviour (Alfaro 1995; Alfaro et al. 2002). Constitutive
resin ducts are longitudinally present in the xylem and may
contribute to resin flow when they are connected to radial
resin ducts, which crosses between xylem and phloem (Wu
and Hu 1997), existing a positive correlation between the
amount of resin flow and axial resin duct density (Blanche
et al. 1992). Several authors have found that number, size
and density of resin canals in the phloem or xylem deter-
mine whether a tree could be successfully attacked by
debarking weevils. For example, Alfaro et al. (1997) found
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that Picea sitchensis resistant trees to Pissodes strobi had
significantly greater resin canal density than P. sitchensis
susceptible trees.
Inducible defences are activated in response to tissue
attack or wounding, and contribute to reduce the perfor-
mance or preference of herbivores. Inducible defences
include the increasing synthesis of antifeedant secondary
compounds, such as some monoterpenes and phenolics
(Klepzig et al. 1995), the formation of traumatic resin ducts
in the xylem (Alfaro 1995; Tomlin et al. 1998; Solla et al.
2006), swelling and proliferation of polyphenolic paren-
chyma cells in the bark (Krokene et al. 2003; Franceschi
et al. 2000), and the formation of a wound reaction zone
(Oven and Torelli 1994; Solla et al. 2002). The intensity of
both constitutive and induced defence mechanisms in
Pinaceae depends on tree age, genotype, species, and can
be also affected by environmental factors such as nutrient
availability (Rosner and Hannrup 2004; van Akker et al.
2004).
Fertilisation has been observed to decrease secondary
metabolite concentration in plants and both constitutive
and induced resistances against herbivores (Mattson 1980;
Kyto et al. 1996; Koricheva et al. 1998). Several ecological
models such as the optimal defense, the growth–differen-
tiation balance or the growth rate hypotheses predict that
plant response to nutrient supply could result in a decrease
of the investment of C-based secondary compounds for the
synthesis of defensive compounds such as terpenes and
resin acids (see Stamp 2003). The effects of fertilisation on
the incidence of herbivory, insect preference and perfor-
mance, plant growth and resin flux in Pinaceae have been
previously studied (Ayres et al. 2000; Lombardero et al.
2000; Zas et al. 2006). However, we lack information about
environmental effects on the resin canal system in maritime
pine (Pinus pinaster Ait.). This species is of vital impor-
tance to the forest economy of Galicia (NW Spain), where
it occupies 400,000 ha, nearly 40% of the productive forest
area (Xunta de Galicia 2001). In this region, soil fertility is
a main factor controlling productivity (Zas 2003; Zas and
Serrada 2003). Given the importance of P. pinaster and
fertilisation in this region, several progeny 9 fertilisation
trials with identical experimental design were established
in 2003. The massive attack of Hylobius abietis L. to one of
these trials just after planting gave us an excellent oppor-
tunity to study how the genotype and the fertilisation
treatment affected plant growth and weevil damage (Zas
et al. 2005, 2006). H. abietis is a devasting silvicultural
pest among coniferous seedlings throughout Europe
(Orlander and Nordlander 2003). Adults feed on the stem
bark and phloem of young seedlings causing great eco-
nomic losses due to high mortality, growth reduction, and
stem deformities (Orlander and Nordlander 2003; Zas et al.
2006). Increased plant vulnerability to H. abietis due to the
fertilisation could be derived from a greater growth rate
leading to more phloem availability, an increase of plant
tissue quality or an alteration of the defensive status. The
aim of this study was to determine in two fertilisation trials
(attacked by H. abietis and non-attacked) if an increase in
nutrient availability due to fertilisation could alter the resin
canal system of P. pinaster seedlings.
Materials and methods
Study area
The study area is located on the west coast of Galicia (NW
Spain). It included two twin P. pinaster experimental field
trials belonging to the Galician breeding program of mar-
itime pine, both having similar soil and climate, and
distanced 30 km. The first site is located at Rebordelo
(42.46N, 8.48W, 530 m a.s.l., 18 km from sea), and the
second trial is located at Rianxo (42.36N, 8.46W, 90 m
a.s.l., 6 km from the sea). The climate is temperate humid
Atlantic, with annual precipitation of about 2,200 mm and
mean annual temperatures of 12.2 and 14.5C in Rebordelo
and Rianxo, respectively. Soils in both sites derived from
the parent granite; they are thiny, sandy and acidic (pH in
H2O Rebordelo * 4.0, Rianxo * 4.3), with high organic
matter content (Rebordelo * 180 g kg-1 ash-free dry
weight, Rianxo * 170 g kg-1 ash-free dry weight), high
total nitrogen content (Rebordelo * 7.1 g N kg-1, Rianxo
* 6.3 g N kg-1), and presenting very low concentrations
of other nutrients, especially of available phosphorus
(Rebordelo Olsen P * 4.2 mg kg-1, Rianxo Olsen P * 4.7
mg kg-1). Before plant establishment, Rebordelo site was
covered by Ulex europaeus L., and Rianxo site was cov-
ered by a 35-year-old P. pinaster stand, clear-cutted on
January 2002.
Plant material and experimental design
Fifty 2-year-old P. pinaster seedlings of two twin fertil-
isation trials were submitted to five fertilisation treatments.
Treatments were an unfertilised control, and the others had
a common base of potassium and magnesium sulphate but
they were differentiated by the absence or presence of
ammonium nitrate and calcium phosphate (Table 1). Plants
were fertilised by hand just after planting. Seedlings orig-
inated from an improved seedlot produced in a first
generation Sergude clonal seed orchard (Sergude 42.82N,
8.45W). The experimental design consisted of five com-
pletely randomised blocks per trial. The plant material was
previously studied in two companion papers (Zas et al.
2005, 2006). Trials were established on March 2003 with
6-month-old containerised P. pinaster seedlings. During
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the summer of 2003, the seedlings at Rianxo were attacked
by H. abietis, and the infestation was intense and spatially
uniform in the entire plantation (Zas et al. 2006).
Field assessments and histology
The damage caused by H. abietis at Rianxo was scored on
February 2004. The intensity of the wounds in each of tenth
parts of the stem was evaluated by means of an elastic rule,
following a 4-level-variable (0 = undamaged, 1 = some
wounds, 2 = many wounds, and 3 = death due to girdling).
The phloem wounding intensity for each tree was the sum
of the ten parts of the stem (Zas et al. 2006). Plant height
was measured in October 2004.
From each plant, a 15-cm long segment from the apical
stem (2004 growth), and a 5-cm long segment from a lat-
eral branch (2004 growth) were destructively sampled.
Segments were immediately fixed in formalin acetic acid
(FAA), and then transferred to 70% EtOH for storage until
sectioning and staining. Two 90-lm thick cross sections
from each segment were cut using a sliding microtome.
Sections were stained with 0.1% aqueous Safranin
according standard procedures during 12 h (Ruzin 1999).
Photographs were taken with a Nikon Digital Sight DS-U1,
mounted on a Nikon SMZ-U binocular microscope at 209
magnification. Image analysis was performed on two
quadrants per section, covering about 75% of the total
transectional area. The Image-Pro Plus v.4.5 software was
used.
The resin canal system of leaders and lateral branches in
the phloem and in the xylem was characterised through (1)
the resin canal density, the number of resin canals per unit
area, (2) the mean area of the resin canals in the quadrant,
and (3) the relative conductive area, obtained by dividing
the area occupied by the canals in a quadrant by the total
area of the quadrant. The number of radial resin ducts in
the xylem was also assessed. All variables for each tree
were the average of the two quadrants. In order to check
general cell enlargement arising as a consequence of fer-
tilisation, tracheid size was estimated on both unfertilised
and fertilised trees of Rebordelo. In six square sectors
(*0.5 mm 9 0.5 mm) per section, the number of tracheids
was counted using the population density procedure of the
software. Tracheid size (apoplast included) was obtained
by dividing the area of a given sector by the number of
tracheids counted in that sector.
Statistical analyses
The effects of site and fertilisation on total height and on
the canal traits were analysed by means of ANOVA using
the general linear model (GLM) Yijk = l + Si + Fj + B(S)ik
+ SFij + eijk, where l is the general mean, Si and Fj are the
main effects of site i (i = 1 to 2) and fertilisation treatment j
(j = 1 to 5), B(S)ik is the effect of the kth block nested
within the ith site, SFij is the interaction between the site
and the fertilisation treatment, and eijk is the experimental
error.
Pine weevil damage was analysed in the attacked trial
using the model Yjk = l + Fj + Bk + ejk, where l is the
general mean, Fj is the main effect of fertilisation treatment
j (j = 1 to 5), Bk is the effect of the block and ejk is the
experimental error.
The data were checked for normality and homogeneity
of variances. When main effects were significant, differ-
ences among means were tested for significance using the
Tukey test. Pearson correlation was used to evaluate the
relationships among all traits measured in the phloem and
the xylem between the stems and the lateral branches.
Correlations were carried out both for the whole data set (n
= 50), and separately for each site (n = 25). All the analyses
were performed using Statistica 6.0.
Results
Effects of fertilisation on the resin canal structure
The intensity of the attack by H. abietis at the Rianxo site
was significantly greater on fertilised plants, where the
mean phloem wounding intensity of the phosphorus ferti-
lised plants (+N+P and -N+P) was nearly 3-fold greater
than the phloem wounding intensity of the control plants
(Fig. 1). Plant growth in both trials was significantly
enhanced by fertilisation (F4,31 = 6.27; P = 0.0008)
(Fig. 2).
Table 1 Fertilisation treatments applied to P. pinaster seedlings during plantation
Nutrient Fertilizer Dose (g plant-1)a Control +N+P -N+P +N–P -N–P
N Ammonium nitrate 5 – + – + –
P–Ca Calcium phosphate 10 – + + – –
K Potassium sulphate 15 – + + + +
Mg Magnesium sulphate 5 – + + + +
Presence and absence of nutrients within the fertilizer mixture is indicated by + and – respectively
a Dose are expressed in g of each principal nutrient
Trees (2008) 22:771–777 773
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The resin canal system in the phloem was significantly
affected by fertilisation (Table 2). The non-fertilised con-
trol trees showed a phloem resin canal density 30% greater
than the fertilised seedlings (Fig. 3a). Transverse resin duct
area was not affected by fertilisation (Table 2) and ranged
from 14.3 9 103 ± 1.9 9 103 lm2 (mean values ± SEM) in
the control seedlings to 20.5 9 103 ± 4.3 9 103 lm2 in the
-N–P fertilised trees. The relative conductive area of resin
ducts in the phloem was not affected by fertilisation
(Table 2).
The resin canal system in the xylem was not affected by
fertilisation (Table 2). Resin canal density (Fig. 3b), indi-
vidual transverse canal area (mean value = 124.4 ± 17.4
lm2) and relative conductive area did not differ among
trees submitted to different fertilisation treatments (mean
values of control and -N–P trees of 26.4 9 103 ± 3.0 9
103 and 32.3 9 103 ± 3.4 9 103 lm2 mm-2, respectively).
Tracheid density was significantly affected by fertilisa-
tion (P = 0.0004, using the stem diameter as covariate), and
ranged from 545 ± 45 tracheids mm-2, for the unfertilised
trees, to 253 ± 56 tracheids mm-2 for the +N+P fertilised
trees. In consequence, the mean areas occupied transver-
sally by single tracheids (apoplast included) of unfertilised
and +N+P fertilised trees were 1.8 9 103 and 3.9 9 103
lm2, respectively.
Site differences
Site quality of twin trials appeared to be similar, since the
total height values of the unfertilised control plants (79.0 ±
8.7 and 78.2 ± 8.4 cm for Rebordelo and Rianxo,
respectively) did not significantly differ (F1,31 = 0.004, P =
0.946). Height of control plants in both sites could be
comparable since Rianxo control plants registered almost
no damage by H. abietis. Considering all trees, however,
plant growth was significantly different between the two
twin trials (F1,31 = 30.6, P \ 0.00001), with mean values
(±SEM) of 116.8 ± 3.9 and 86.9 ± 3.8 cm for Rebordelo
and Rianxo plants, respectively. Site 9 fertilisation inter-
action was not significant (F4,31 = 2.4, P = 0.07).
Differences among sites were mainly observed for the
structure of resin canals in the xylem (Table 2). Xylem
resin canal density was 1.7-fold greater in Rianxo trees,
wounded by H. abietis, than in Rebordelo trees (Fig. 4b).
Similar results were obtained for the relative conductive
area, which was 1.5-fold greater in Rianxo than in
Rebordelo (35.7 9 103 ± 2.5 9 103 vs. 23.4 9 103 ± 0.9 9
103 lm2 mm-2). However, no significant differences of the
individual area of resin canals in the xylem among sites
were detected (Table 2). Radial resin ducts density was
also significantly greater in Rianxo plants than in
Rebordelo plants (2.76 ± 0.36 vs. 1.68 ± 0.37 radial resin
0
5
10
15
20
25
control
a
c
c
c
F4,31 = 3.55   p<0.05
+N+P
Fertilization treatments
Ph
lo
em
 w
ou
nd
in
g 
in
te
ns
ity
(0-
30
 sc
ale
) 
b
-N-P-N+P +N-P
Fig. 1 Effects of fertilisation on the phloem wounding intensity
caused by H. abietis in 2-year-old P. pinaster seedlings at Rianxo
(infested site). LS means ± SEM. Different letters indicate significant
differences at P \ 0.05
40
50
60
70
80
90
100
110
120
130
To
ta
l h
ei
gt
h 
(cm
)
ab
a
ab
bc
c
F4,31 = 6.27  p<0.01
control -N+P
Fertilization treatments
+N+P +N-P -N-P
Fig. 2 Effects of fertilisation on plant height of 2-year-old P. pinaster
seedlings at Rianxo and Rebordelo. LS means ± SEM. Different
letters indicate significant differences at P \ 0.05
Table 2 F-ratio and signification values of the GLM showing the effect
of site (S) and fertilisation (F) on the resin canal traits measured in the
phloem and in the xylem of P. pinaster seedlings
Trait Effect
Site (S)
F(1,31)
Fertilisation (F)
F(4,31)
Block (S)
F(9,31)
S 9 F
F(4,31)
Resin canals of phloem
Density 0.3 2.8* 3.8** 1.8
Mean canal area 2.0 2.3 0.8 1.1
Relative conductive area 7.5* 0.3 0.5 0.3
Resin canals of xylem
Density (axial) 29.8*** 0.8 0.7 1.7
Mean canal area 1.2 1.5 1.4 0.8
Relative conductive area 18.8*** 0.8 0.5 1.3
Density (radial) 4.3* 1.3 2.9* 0.4
Significance is indicated by asterisks (*P \ 0.05, **P \ 0.01,
***P \ 0.001)
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ducts mm-2; Table 2), indicating greater potential flux of
resin in the attacked trial.
In the phloem, resin canal density and the area per canal
were similar in plants at both sites (Table 2, Fig. 4a), but
the relative conductive area was significantly lower in Ri-
anxo than in Rebordelo plants (Table 2) (10.0 9 103 ± 1.4
9 103 and 15.7 9 103 ± 1.4 9 103 lm2 mm-2, respec-
tively), the opposite trend than in the xylem. We suspect
that this result responds to the different phloem thickness
of stems among sites, 8% significantly thicker in the plants
at Rianxo than in the plants at Rebordelo (F1,30 = 5.22; P =
0.029; using the stem diameter as covariate). Fertilisation
did not affect the thickness of the phloem.
Relationships between resin canal traits of stems
and branches
A positive linear relationship among the resin canal density
in the xylem of stems and branches was obtained for both
sites (Rianxo N = 25, r = 0.57, P\0.01; Rebordelo N = 25,
r = 0.47, P \ 0.01) and also after merging both data sets
(N = 50, r = 0.53, P \ 0.01). The positive linear relation-
ship among the resin canal density in the xylem of stems
and branches was also significant for Rebordelo (N = 25, r
= 0.60, P\0.01) and for all plants analysed together (N =
50, r = 0.38, P\0.01), but not for Rianxo plants (N = 25, r
= 0.23, ns), indicating that the resin canal density in the
xylem of stems was modified by the attack of H. abietis,
since this insect mainly feeds on the stem. In the xyelm, no
relationship among the relative conductive areas of the
stems and branches was obtained. In the phloem, no rela-
tionship among any of the traits measured on stems and
branches was obtained.
Discussion
Fertilisation significantly reduced the resin canal density in
the phloem, as it was previously reported for 12-year-old
Picea glauca 9 P. engelmannii (van Akker et al. 2004).
Our results give support to several ecological models pre-
dicting the response of plants to increased nutrient
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availability. The synthesis and storage of carbon-based
defensive compounds could be limited by growth, and the
amount of these compounds would decrease when trees
obtain extra nutrients (Coley et al. 1985). Similarly, growth
and defence have been proposed as competing sinks for
energy and assimilates, thus increased growth could result
in decreased defence (Herms and Mattson 1992). Optimal
defence hypothesis also predicts that at increased nutrient
availability, a given plant tissue could appear less defen-
ded, as the value in terms of fitness of that tissue would be
lower due to greater re-growth capability in case of loss
(Hamilton et al. 2001).
This evidence may explain the higher feeding preference
of H. abietis on fertilised plants. However, herbivore
insects could also prefer fertilised plants due to higher plant
tissue quality in terms of greater nitrogen content (Ayres
et al. 2000), which is being studied in a companion paper.
Furthermore, since it is known that nutrient availability
could affect terpene profile emission (Lerdau et al. 1994;
Petterson 2007), and the plant chemical emission affects
host selection by the large pine weevil (Norlander 1991),
an indirect modulation of weevil behaviour by nutrient
availability could also explain the observed differential
preference.
Decline in the observed resin canal density could be
explained well by the differentiation of fewer resin canals
as well by a bigger cell size as a consequence of fertil-
isation, or by a combination of those two possibilities. Our
results suggest that a general tracheid enlargement, pushing
the resin canals farther apart, is likely explaining at some
extent the observed decline in density besides the produc-
tion of fewer canals. Whatever the cause, the fact is that the
defensive function, i.e. the probability of encountering a
resin duct when wounding the phloem, causing resin flows
out, was significantly decreased at the fertilised plots.
Meanwhile, fertilisation did not affect the xylem resin
canal density, and possibly a greater sample size for each
fertilisation treatment would have been necessary. Differ-
ences among sites were observed for the relative conductive
area, and for the axial and radial resin canal density in the
xylem, with values significantly greater in the Rianxo-
attacked stand than in Rebordelo. In spite of the inconve-
niences of rigour derived from analysing two different sites,
the same quality index inferred from similar climate and
edaphic properties, and from the same plant growth in the
control plants, suggests that this effect is likely due to
induced responses in the xylem caused by the insect attack.
In the leaders of Picea glauca, Alfaro (1995) observed the
formation of traumatic resin ducts in the xylem in response
to the attack by P. strobi. After weevil attack, plants pro-
duced traumatic resin canals arranged in a ring fashion in
the developing xylem. In the same way, the fungi Cronar-
tium ribicola and Melampsorella caryophyllacearum were
reported to cause changes in the cambial zone of Pinus
monticola and Abies alba, respectively, including the
development of cambium-derived xylem traumatic resin
ducts (Hudgins et al. 2005; Solla et al. 2006). We were
unable to distinguish among constitutive and traumatic
resin canals in the xylem of the attacked P. pinaster seed-
lings. Although some sections of wounded pines showed
rings of resin ducts similar to those reported for Picea,
Abies or Pinus, in most of the sections we did not
find marked rings, probably because the attack by H. abietis
was continuous from spring to autumn. Further effort
should be done by means of induction experiments to
confirm the traumatic character of the observed rings of
xylem canals in P. pinaster and their relation to large pine
weevil attack.
Histology of resin canals appears a good procedure to
assess the defensive levels of P. pinaster seedlings,
although it has the disadvantage of being destructive.
Unfortunately, the relationships among traits measured in
the stems and in the lateral branches were not consistent
enough to allow field sampling without destroying the plant
leaders.
Our results agree with previous findings proposing that
resin canals as part of the Pinaceae constitutive defence
system and being involved in the induced defensive
responses of trees following the attack of bark and phloem
insect feeders. The effect of fertilisation observed on the
phloem resin canal density, together with the similar
structure of phloem resin canals observed in both sites,
strongly support the fact that the phloem resin canals are
constitutive mechanisms of defence, being mainly affected
by genotype and environmental factors and not by insect
attack (Franceschi et al. 2005). Whereas xylem resin canals
would be constitutive mechanisms but also inducible
mechanisms of resistance following the attack of pine
weevils or bark beetles.
This is the first work reporting the effect of N and P
fertilisation on the resin canal system of P. pinaster.
Despite the reduced sample size used, fertilisation signifi-
cantly decreased the phloem resin canal density, reducing
the defensive capacity of the seedlings. This result may
have relevance to current forest management practices,
especially in those sites potentially affected by H. abietis
attack. Forthcoming studies would include genetic
variation of P. pinaster canal defensive systems to differ-
ing nutrient availability, environmental conditions, and
H. abietis damage.
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Abstract Hylobius abietis is an important pest of conif-
erous plantations in Europe, to which high mortality, stem
deformities, and growth loss are typically attributed. In
pine trees, as in other long-lived organisms, there is
uncertainty regarding the long-term costs of short-term
resistance against invading organisms. We examined the
nutritional status of Pinus pinaster after a 2-year long
H. abietis attack, measuring needle and phloem N and P
concentrations, and the impact of the damage on sub-
sequent growth, survival, and stem deformities over a
period of 5 years. The study sites were a P. pinaster
family 9 fertilization trial, and a neighbouring twin trial
with similar climate and soil characteristics that was not
attacked. Growth losses after the H. abietis attack were
important (up to 40%), but restricted to the first years after
the attack. Five years after the attack, the annual height
increment of pines in the attacked stand was not related to
the initial damage suffered, and plants showed regular
stems, normal leader dominance, and regular height after
5 years. These findings suggest strong compensatory
growth in P. pinaster and indicate relatively high tolerance
to the large pine weevil. Needle nutrient concentrations in
the healthy stand were, as expected, significantly greater in
experimentally fertilized plants, and they were linearly
related to those in phloem showing equilibrated stoichio-
metry both for nitrogen (r = 0.86; P \ 0.01; N = 25) and
phosphorus (r = 0.84; P \ 0.01; N = 25). However, at the
attacked stand, nutrient concentrations in the needles did
not follow the experimentally manipulated nutrient avail-
ability in soils, and phosphorus concentration in the needles
was unexpectedly not related to those in the phloem. The
pine seedlings attacked by H. abietis showed altered
potential of allocating nutrients to their tissues according to
the nutrient availability existing in the soil, as well as
altered stoichiometry in N and P concentrations among
phloem and leaves. Maritime pine seems to be tolerant to
the pine weevil attack, at least in the conditions of this
study, where pine weevil damage caused a deep alteration
of nutrient allocation and nutritional status. Further
research is needed to elucidate to what extent altered
nutrient allocation may be part of an induced response to
the attack or just derived from the vascular injury caused
by the weevil wounding in the phloem.
Keywords Herbivory  Fertilization  Forest pest 
Resistance  Tolerance  Nutrient allocation
Introduction
Damage by the large pine weevil, Hylobius abietis L.
(Coleoptera: Curculionidae) is the most severe threat to
newly planted conifer seedlings after clear-cutting in
Europe (Nordlander et al. 2003). Adults feed on the stem
bark and phloem of young seedlings, causing great eco-
nomic losses if no protection measures are applied
(Orlander and Nordlander 2003; Petersson and Orlander
2003; Nordlander et al. 2008). The pine weevil has been
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estimated to cause the death of up to 80% of coniferous
seedlings planted following clear-cutting (von Sydow and
Birgersson 1997; Orlander and Nilsson 1999; Nordlander
et al. 2008), and severe growth losses in the surviving
seedlings (Orlander and Nilsson 1999; Zas et al. 2006).
Besides mortality and growth reductions, H. abietis attack
can cause the leader loss by stem girdling, which can lead
to stem form defects in those plants where some lateral
branches emerge to recover apical dominance. Although
there is a clear consensus that H. abietis cause important
growth reduction and stem deformities, experimental data
supporting those effects are scarce. Furthermore, most of
the articles reporting growth losses are usually limited to
1 or 2 years after damage.
Besides growth loss and stem deformities, the nutritional
status and nutrient allocation of plants could also be
influenced by insect grazing. Plants subjected to insect
attack have been found to present greater or lower nutrient
concentrations in their plant tissues, and even altered
within plant variability in nutrient concentrations, than
their uninfested counterparts (Polley and Detling 1989;
Ayres et al. 2000). In a revealing experimental study,
Newingham et al. (2007) recently reported a significant
shift in nitrogen allocation to the shoot in the flowering
plant Centaurea maculosa (Asteraceae) when infested with
a belowground herbivore. However, little is known about
the existence of herbivore-induced responses involving
altered resource allocation patterns in conifers or other
long-lived plants.
Most of H. abietis damage has been reported in spruce
and Scots pine (Orlander and Nilsson 1999; Orlander et al.
2000), but Pinus radiata and other European southern
pines such as maritime pine (Pinus pinaster Ait.) are also a
target species of this generalist phloem herbivore. Maritime
pine is the most important forest tree species in Galicia
(NW Spain), occupying nearly 400,000 ha (*27% of the
Galician wooded area). In 2003, several P. pinaster fam-
ily 9 fertilization trials were established to test the plas-
ticity of 28 half-sib families of the actual Galician maritime
pine breeding population in relation to soil fertility, which
is one of the main factors determining the site index of
coniferous stands in Galicia (e.g., Sa´nchez-Rodrı´guez et al.
2002). One of those trials suffered a massive attack of
H. abietis just after planting. We studied the differential
preference of the weevil due to the fertilization and the
genetic material in two companion papers (Zas et al. 2005,
2006). Briefly, we found that wounding intensity by the
pine weevil in fertilized trees was up to 2.9-fold greater
than that in unfertilized control plants during the two
consecutive years of attack families markedly differed in
their susceptibility to the insect; and damage by the weevil
produced deep impact on fitness, where mortality was
closely correlated to wounding intensity, and more
damaged plants showed reduced growth rates in the fol-
lowing growing season.
In this article, we describe how two consecutive years
of large pine weevil attack in this P. pinaster family 9
fertilization trial affected the nutrient allocation and the
subsequent growth recovery in the surviving seedlings. We
studied the nutrient concentration in needles and phloem
immediately after the attack, and we measured the plant
growth during 5 years after planting. As we lack reference
nutrient values from the seedlings before the attack,
because weevil damage began too early after planting, we
also studied the same properties in a neighboring twin
family 9 fertilization trial free of H. abietis damage with
similar climate and soil properties, and identical design and
genetic material.
Materials and methods
Location and description of the genetic trials
We studied two twin P. pinaster experimental field trials
located in the west coast of Galicia (NW Spain) separated
by 30 km. The trial attacked by the pine weevil, previously
described in companion papers (Zas et al. 2005, 2006), is
located at Rianxo (42.368 N; 8.468 W; altitude 90 m a.s.l.;
6 km from the sea). The healthy stand used as reference is
located at Rebordelo (42.468 N; 8.488 W; altitude 530 m
a.s.l.; 18 km from the sea). The climate in both sites is
temperate humid Atlantic. Annual precipitation during the
study period (2003–2007) was 1511 ± 195 mm and
1976 ± 221 mm, and the mean annual temperatures were
14.8 ± 1.9C and 12.1 ± 0.6C in Rebordelo and Rianxo,
respectively. Monthly precipitation and mean monthly
temperature strongly correlated between the two sites
during those years (R2 = 0.90 and R2 = 0.99, respectively,
N = 60, P \ 0.001).
Soils in both sites derived from granite and they are thin,
sandy, and acidic. Main characteristics just before planting
were low pH (pH in H2O Rebordelo *4.0; Rianxo *4.3),
high organic matter content (*180 and 170 g kg-1 soil
ash-free dry weight in Rebordelo and Rianxo, respectively),
high total nitrogen content (Rebordelo*7.1 g N kg-1 soil;
Rianxo *6.3 g N kg-1 soil), and very low concentrations
of other nutrients, especially of available phosphorus
(Rebordelo Olsen P *4.2 mg kg-1 soil; Rianxo Olsen P
*4.7 mg kg-1 soil). Before trial establishment, Rebordelo
stand was covered mainly by Ulex europaeus L., and
Rianxo stand was covered by a 35-year-old P. pinaster
stand. The clear-felling of the latter stand in January 2002
motivated the subsequent weevil infestation.
The experimental design was identical in both fam-
ily 9 fertilization trials. It was a split-plot block design
1190 Trees (2009) 23:1189–1197
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replicated in ten blocks, with the fertilization treatments
acting as the main factor, and the pine families as the split
factor. Whole plots were around 12 9 18 m in size. In
total, we planted 2,790 seedlings in each trial, corre-
sponding to 10 blocks 9 9 fertilization treatments 9 31
pine genetic entries. A more detailed description of the
trials is in Zas et al. (2006).
Six-month-old containerized P. pinaster seedlings were
planted at the beginning of March 2003. Immediately after
planting, nine fertilization treatments (with different com-
binations of four commercial fertilizers) were randomly
assigned to the whole plots within each block, and manu-
ally distributed 30 cm around the seedlings. Plant material
in both trials consisted of 28 open-pollinated families from
plus trees randomly selected in a first generation seed
orchard (Sergude, 42.828 N, 8.458 W), and three com-
mercial seed sources. Seedlings were grown together at the
same nursery for both sites, and were about 15 cm tall at
planting. Seedlings at Rianxo were attacked by H. abietis
during 18 months, from 3 months after planting (June
2003) until the end of autumn of the second year
(December 2004), with peaks of damage at late spring and
early autumn. The spatial analysis of the infestation
revealed that the damage was uniformly spread throughout
the experimental area (Zas et al. 2006).
Sampling and field assessments
In order to reduce the analytical effort to reasonable levels,
we studied a randomly selected subsample of the whole
trials at each site. We sampled eight families under five
fertilization treatments in five blocks; in addition, three of
these families were sampled in all the ten blocks of the
trials to account for the spatial variability. The sample size
was 275 trees for each trial.
The four fertilization treatments selected for tree sam-
pling within the trials had a common base of potassium
sulphate (applied at 15 g K plant-1) and magnesium sulphate
(at 5 g Mg plant-1), plus an alternative combination of
presence or absence of ammonium nitrate (5 g N plant-1)
and calcium phosphate (10 g P plant-1). In summary, four
fertilization treatments (?N?PCa; -N?PCa; ?N-PCa;
-N-PCa) plus an unfertilized control were selected for this
study.
Plant growth was measured yearly late in November
from 2003 to 2007 in both trials. Growth variables mea-
sured were total height in centimetres and stem-base
diameter in millimeters. Stem deformities (bottom stem
bifurcations and strong bottom stem curvatures) were
evaluated in the fifth year as a binomial variable (presence–
absence) in both trials.
The damage by H. abietis in the attacked stand was
assessed during the first (February 2004) and the second
year (December 2004) after planting. The intensity of
wounding was evaluated by estimating the relative
debarked area along the stem caused by the weevil using a
four-level scale (0 = undamaged, 1 = some wounds,
2 = many wounds, and 3 = death due to girdling). In
order to minimize subjectivity, the pine stem was divided
in to ten parts using an elastic ruler, recording the weevil
wounding score in each part, and summing the ten values
up, resulting in a 0–30 scoring for each tree. For the second
year evaluation we followed the same method and scale of
damage, but the stem height was only divided in to five
parts. As wounding preferences were extensively studied in
a former article for the whole trial (N = 2,790 trees; Zas
et al. 2006), for exploring the relationship with the nutri-
tional status and subsequent growth increments in this
study, we exclusively considered the wounding score in the
subsample of the 275 trees.
The nutritional status was studied 2 years after planting
(December 2004), immediately after the insect attack at
Rianxo. We evaluated nitrogen and phosphorus concen-
tration in the needles of all the 275 plants of each trial. In
each tree, a group of about 100 needles from the apical
stem and orientated toward the West was collected in
December 2004, when nutrient concentrations are rela-
tively stable (Will 1971), and transported in ice coolers to
the lab. Needle samples were oven-dried at 65C to con-
stant weight, finely ground, labeled, and preserved for
chemical analysis.
In order to study the nutrient allocation, 25 seedlings
were destructively sampled in the same five fertilization
treatments, and in five randomly selected blocks in each
site. These seedlings belonged to the mixed commercial
seedlot produced in the same seed orchard as the studied
families, which is formed by a random representation of
the seeds produced by all the 116 plus trees in this seed
orchard. A section 15-cm long of the apical stem (2004
growth) was sampled and transported in ice coolers to the
lab, where the phloem was immediately separated by hand
using a surgical knife, oven-dried and processed as above.
Needles of these trees were sampled and processed as
previously described.
Chemical analysis
For nitrogen and phosphorus content, 0.3 g of phloem and
needles was digested in a mixture of selenous sulphuric
acid and hydrogen peroxide (Walinga et al. 1995). Nitro-
gen was colorimetrically analyzed in diluted aliquots
of this digestion using a BioRad 680 microplate reader
(California, USA) at k = 650 nm (Sims et al. 1995).
Phosphorus was analyzed in the same diluted aliquots by
inductively coupled plasma optical emission spectroscopy
(ICP-OES) using a Perkin-Elmer Optima 4300DV
Trees (2009) 23:1189–1197 1191
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(Massachusetts, USA) in the central laboratory facilities at
Universidade de Vigo—CACTI (http://www.uvigo.es/
webs/cactiweb/). Nitrogen and phosphorus concentrations
were expressed in mg g-1 dried mass of tissue. Sample size
for foliar nutrient content was N = 275 in each stand, and
for phloem–needle relationships N = 25 in each stand.
Statistical analyses
Within each site, nutrient contents and final tree growth were
analyzed using the PROC-MIXED procedure of the SAS
System (Littell et al. 2006) and the following within site
mixed model Yijk = l ? Feri ? Famj ? Bk ? Fer 9
Famij ? Fer 9 Bik ? eijk, where l is the general mean,
Feri, Famj and Bk are the main effects of fertilization treat-
ment i (i = 1–5), family j (j = 1–8) and block k (k = 1–10),
Fer 9 Famij, and Fer 9 Bik are the corresponding interac-
tions, and eijk is the experimental error. In order to analyze
the whole plot factor (i.e., fertilization) with the appropriate
error term, the Fer 9 B interaction was considered a random
effect (Littell et al. 2006). For the purpose of this article, the
main factor of study was fertilization and their interactions,
and we do not present results regarding genetic effects.
Family was anyway included in the model for reducing the
residual variance to improve the power of the analyses. The
genetic variation in pine susceptibility to the insect for the
first and second year assessments were extensively studied
in a companion paper (Zas et al. 2005). When main effects
were significant, differences among treatment means
were tested for significance using the LSMEAN statement
(SAS-Institute 1999). Data are shown as least square
means ± standard error (LS means ± s.e.).
In order to compare height and diameter growth over the
5 years between the two test sites we performed a repeated
measures mixed model across sites using the PROC-
MIXED procedure of the SAS System (Littell et al. 2006).
The model included site (main factor), block (nested in
site), fertilization (whole plot factor), family (split factor),
time (repeated measures), and the corresponding interac-
tions. A first-order autoregressive model was assumed for
the covariance structure of the repeated measures. In order
to adequately account for the multisite split-plot design, the
model included four different error terms.
Differences in binomial variables between stands were
analyzed with a chi-square test. Linear regressions and
Pearson correlations were used to evaluate the relationships
between weevil damage, pine growth, and nutrient contents
in plant tissues. These analyses were carried out on family
means (N = 8) and on raw data (N = 275 for the sub-
sample of families used in foliar nutrient status, and
N = 25 for the destructive sample of the commercial
seedlot used in needle–phloem correlations).
Results
Growth loss
Repeated measures analysis of tree height performed on the
5 years series in the two sites revealed a significant
site 9 time interaction (F4,1847 = 67.5, P \ 0.001). No
significant differences between the attacked and the not
attacked stands were found in height of the sampled trees at
the first year after planting (Fig. 1a), suggesting similar
forest site quality for both stands. The intense pine weevil
attack promoted significant growth losses during the fol-
lowing years in the infested stand, as revealed by a growth
reduction of 40%, 15%, and 5% in the second, third, and
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Fig. 1 Height (a) and stem base diameter (b) of P. pinaster seedlings
during five consecutive years after planting in two twin family 9 fer-
tilization trials, one of them attacked by H. abietis (Rianxo, black
bars) and another not attacked (Rebordelo, white bars). Overall LS
means across all fertilization and treatments ± S.E. are presented,
according to repeated measures ANOVA. N = 275 per trial. Asterisks
indicate significant differences at P \ 0.01 (**) and P \ 0.001 (***);
n.s. not significant
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fourth year, respectively, comparing to the growth
observed in the stand with no attacks (Fig. 1a). However,
plants in the attacked stand had apparently compensated for
earlier growth losses by the fifth year, and overcome in size
than those in the not attacked stand.
Five years after the attack, the total height increment
was unrelated to the intensity of damage suffered (r =
-0.10, P = 0.12, N = 275).
A similar trend was observed for diameter growth, with
a significant site 9 time interaction (F2,1137 = 21.20,
P \ 0.001; Fig. 1b). During the second and the third year,
diameter of plants in the infested stand was 35% and 25%
lower than that in the not attacked stand, respectively
(Fig. 1b). However, no significant differences between
stands were observed in diameter growth in the fifth year,
indicating complete compensation of diameter growth, as
with height growth (Fig. 1b).
The early growth response to the fertilization treatments
was significant in both trials (fertilization F4,36 = 2.78,
P \ 0.05 at Rianxo, and F4,36 = 10.1, P \ 0.001 at Re-
bordelo). The observed responses to fertilization during the
first year were similar between sites, where the pine height
produced by the best fertilizer treatments was 53 ± 3 cm at
Rianxo and 61 ± 3 cm at Rebordelo, while those achieved
in unfertilized controls were, respectively, 48 ± 3 cm and
44 ± 2 cm. However, after 5 years, height of fertilized trees
(overall mean height of fertilized trees = 362 ± 3 cm) was
significantly greater than the control (315 ± 3 cm) in the
healthy stand (Table 1; Fig. 2e), whereas the effect of fer-
tilization on final height and diameter at age five was lost in
the attacked stand (Table 1; Fig 2f).
Mortality and stem deformities
Although 94% of the seedlings in the attacked stand (Ri-
anxo) were damaged by the insect, cumulative mortality
was only 12% after 1 year and 17% after 2 years (% of
planted seedlings). These values were only slightly higher
than the mortality registered in the healthy stand (3% and
8% after the first and second year, respectively).
In the infested stand, damage by the pine weevil caused
the leader loss of 35% and 48% of the seedlings one and
2 years after the attack, respectively (Zas et al. 2006).
However, although bottom stem deformities were signifi-
cantly more frequent in the infested stand (v21 = 17.3,
P = 0.0003), only 4.6% of the surviving seedlings showed
severe stem deformities 5 years after the attack, indicating
a good recovery of apical dominance by lateral branches.
Nutritional status
Increasing experimentally the nutrient availability in the
not attacked stand significantly affected, as expected, the
phosphorus and nitrogen concentrations in the needles
(Table 1; Fig. 2a, c). Phosphorus needle concentration was
significantly greater in the treatments with phosphorus
addition than in the unfertilized control (Fig. 2a). Nitrogen
content, which is considered the superfluous nutrient in
Galician soils, was generally greater in the unfertilized
control than in the fertilized plants (Fig. 2c). Conversely,
no significant effect of the fertilization treatments was
detected on needle nutrient concentrations in the attacked
stand (Table 1; Fig. 2b, d).
Phloem and needle nutrient concentrations showed a
strong and positive linear relationship in the not attacked
stand for nitrogen (Fig. 3a) and phosphorus (Fig. 3b).
However, an unexpected lack of relationship was observed
for phloem–needle phosphorus in the infested stand
(Fig. 3b), while only a weak relationship appeared for
nitrogen concentration between those tissues (Fig. 3a),
indicating altered stoichiometry in plant tissues.
Wound intensity in the second year, i.e., just before
needle sampling, was significantly and negatively corre-
lated with N and P needle concentrations when analyzed on
a raw data basis (r = -0.28; N = 275; P \ 0.001 for N,
and r = -0.13, N = 275, P \ 0.05 for P), and with P
Table 1 Summary of the mixed
model for phosphorus (P) and
(N) concentrations in the
needles, and height in the fifth
year (H5) of P. pinaster
seedlings at two twin
family 9 fertilization trials, one
of them attacked by H. abietis
(Rianxo) and another not
attacked (Rebordelo)
a DF degrees of freedom
Significant P values are marked
in bold font
DFnum
a DFdenom P N H5
F P [ F F P [ F F P [ F
Rianxo (attacked)
Block 9 36 2.23 0.043 0.74 0.668 0.50 0.867
Fertilization 4 36 1.41 0.251 0.96 0.441 0.80 0.531
Family 7 153 0.81 0.578 1.09 0.374 1.21 0.301
Fam 9 Fert 28 153 1.21 0.231 1.10 0.340 1.17 0.273
Rebordelo (not attacked)
Block 9 36 2.23 0.043 1.27 0.288 1.09 0.396
Fertilization 4 36 3.87 0.010 4.27 0.006 2.97 0.032
Family 7 177 2.38 0.024 2.29 0.029 0.87 0.528
Fam 9 Fert 28 177 0.75 0.813 0.75 0.810 0.96 0.531
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concentration when analyzed on a family mean basis
(r = -0.64, N = 8, P \ 0.05).
Discussion
Impact of weevil attack on pine growth, stem
deformities and mortality
The large pine weevil, H. abietis, is an important insect pest
of coniferous reforestation in Europe, to which important
growth losses are commonly attributed. Our results showed
a significant plant growth reduction in the infested stand
during the following 3 years after the attack. During those
years, plants showed an abnormally low interannual growth
rate that suggests an important energy investment in
repairing the damage suffered. Growth losses due to attacks
by other weevil species have been previously reported, but
little information is available in the case of H. abietis. White
pine weevil (Pissodes strobi) attack reduced Pinus strobus
height growth by 40–60% in a year (Hamid et al. 1995), and
reduced significantly the total height in spruce plantations
10 years after planting (Kiss and Yanchuk 1991; King et al.
1997). Spruce growth remained negatively correlated with
the initial P. strobi damage up to 6 years after the attack
(vanAkker et al. 2004). However, P. pinaster seedlings in
our study were able to compensate for their early growth
reduction, both in height and diameter, by the fifth year. To
our knowledge, this is the first work reporting subsequent
growth patterns suggesting compensatory growth in a
conifer plantation attacked by H. abietis. Plant growth
compensation for insect damage has been commonly
reported in long-lived woody plants (Trumble et al. 1993;
Edenius et al. 1993; Bast and Reader 2003) and can be
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interpreted as a tolerance mechanism by which trees can
reduce the impact of herbivores in plant fitness (Strauss and
Agrawal 1999), allocating more resources to vegetative
growth than undamaged trees. In this sense, P. pinaster
seems to be highly tolerant to H. abietis at least on these
sites.
The inference of compensatory growth was strongly
supported by the fact that pine height growth in the
attacked stand was unrelated to initial weevil damage
5 years after the infestation, while that relationship was
strongly negative (the most wounding the less subsequent
annual growth) in 2- and 3-year-old pine seedlings (Zas
et al. 2006). Thus, pines were able to overcome the initial
growth reductions caused by the insect.
The similar pine heights at the fifth year in the attacked
and in the not attacked stand also support this
compensatory growth investment. However, as in other
‘‘natural experiments’’, this conclusion relies on the
assumption that site quality was similar in both sites, and
that the two sites would have produced equivalent growth
in the absence of insect attacks. We assumed same site
quality based on (i) the similar soil properties before
planting; (ii) similar climate, based on last 20 years pre-
cipitation and temperature mean values, the specific values
observed during the experiment, and the close correlations
between both sites for precipitation and temperature
regimes (see ‘‘Methods’’); (iii), the same early growth
response to the fertilization treatments; (iv) the same early
growth of unfertilized seedlings in both stands; and our
personal experience with this species in the area. However,
we cannot ensure exactly the same forest-site index for
both stands, or the absence of unaccounted site effects.
Thus, the observed growth patterns could be alternatively
explained simply by better site quality in the attacked
stand, promoting greater annual growth rates after the
insect attack. Further manipulative experiments with pro-
tected control plants would be needed for a definitive test
of the compensatory growth investment suggested by the
comparison between stands.
The intensity of the attack was fairly high in the studied
trial, with nearly all plants attacked at some level, and near
half of the seedlings losing their leaders. However, 5 years
after the attack, the surviving trees showed very few stem
deformities (less than 4% of trees) and a generalized
recovering of the apical dominance. Thus, our results
suggest high tolerance of P. pinaster to the pine weevil in
the study area.
In this study, we observed much lower mortality due to
H. abietis than those reported for northern European
coniferous forests, where mortality commonly reaches up
to 80% of the seedlings planted following a clear-cutting
(von Sydow and Birgersson 1997; Orlander and Nilsson
1999). Some hypotheses could contribute to explain these
findings. In one hand, the suggested tolerance of this pine
species, discussed above, could favour a lower mortality
with the same level of damage. In agreement with this idea,
Zas et al. (2008) found that mortality of Pinus radiata
seedlings due to weevil damage was nearly twice that
observed in P. pinaster adjacently planted for the same
level of insect damage (Zas et al. 2008). On the other hand,
a lower mortality of P. pinaster after H. abietis attack could
simply result from a lower intensity of damage to each
individual tree. Pine weevil populations in higher latitudes
seem to be denser than those observed in the study area
(Moreira et al. 2008). Besides, weevil biology could be
constrained by biogeographical considerations, because the
studied area represents its southern limit of the distribution
(Orlander and Nilsson 1999). Furthermore, reduced avail-
ability of oviposition sites in Galicia could lead to weaker
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booms of emerging insects. The pine plantations after
clear-cutting in NW Spain are clearly fewer and smaller
than those observed in northern forests. Unfavourable
conditions for the aggregation of H. abietis after clear-
cutting are also probable because Galician landscape is
fragmented and composed by a mosaic of small size
properties of broadleaves and coniferous stands, inter-
spersed with grasslands, cropland, and scrub, lacking large
continuous extensions of coniferous forest.
In summary, all these findings support that P. pinaster is a
highly tolerant species to this pine weevil, at least in the area
of this study. Lombardero et al. (2008) have also found
evidences of high tolerance of P. pinaster to other insect
herbivores at the same area. These authors reported that the
impact of bark beetle attacks on the growth of P. pinaster
was much lower than on other pine species, although the
intensity of insect attacks were more than twice greater in
P. pinaster. In agreement with these observations, reduced
costs of plant tissue reconstruction after herbivore grazing in
favorable environments for high primary production (as the
warm temperature and high precipitation in the NW Spain)
could favour tolerance mechanisms against herbivory
instead of investments in resistance (Strauss and Agrawal
1999; Fine et al. 2004; Fineblum and Rausher 1995).
Impact on nutritional status
The response to fertilization treatments in the healthy stand
agrees with the common deficiencies typically found in
Galician forest soils. In this region, P is a clear limiting
nutrient, while N is well supplied or even in excess
(Sa´nchez-Rodrı´guez et al. 2002; Zas and Serrada 2003).
Therefore, the regular trend observed in pine trees in these
soils is an increase of P needle concentration due to
P fertilization and a lack of a response to N additions (e.g.,
Zas 2003). The higher N content in the unfertilized controls
can be explained by a dilution effect in the fertilized trees
because of their higher growth promoted by the base fer-
tilization of potassium and magnesium sulphate. However,
and despite the early response in growth to the fertilization
treatments, we did not detect significant effects of fertil-
ization on needle phosphorus and nitrogen concentration in
the attacked stand. In concordance with this finding, lower
concentrations in needle nutrient appeared inversely related
to the previous level of damage suffered. These results
suggest that the attack by the pine weevil strongly modified
the potential of the pine seedlings to allocate their
resources to the needles according to the nutrient avail-
ability existing in the soil.
Another main finding of this study is that the seedlings
attacked by H. abietis showed altered stoichiometry in N
and P concentrations among phloem and needles. Strong
positive correlations among needles, stem, and root
nutrient contents are commonly found in forest plantations,
and are the regular trend in coniferous seedlings (Parks
et al. 2000). We found strong positive relationships
between the content of nutrients in phloem and needles in
the not attacked stand. Nutrient analysis of greenhouse-
grown P. pinaster seedlings of the same families also
revealed a strong correspondence between nutrients in
different tissues (Martı´ns et al., unpublished data). Thus,
the lack of the corresponding relationship in the infested
stand suggests that weevil damage is modifying the regular
nutrient allocation patterns.
The results observed in the attacked stand are clearly
anomalous, and the most plausible explanation for these
anomalies is precisely the damage caused by the pine
weevil, which definitely characterize this site. Moreover,
the fact that the relationship between weevil damage and
needle nutrient concentrations is significant and negative,
despite the positive effect of fertilization on weevil dam-
age, also supports the hypothesis that the pine weevil
damage is the cause of the altered nutrient allocation pat-
tern. However, due to the experimental design, we cannot
reject that site differences also contributed to the patterns
in tissue stoichiometry.
It has been suggested that reduced or increased levels of
nutrients in target plant tissues could be part of induced
responses to herbivory (Karban and Baldwin 1997;
Newingham et al. 2007). Furthermore, Newingham et al.
(2007) documented not only simply altered nitrogen con-
centrations in target tissues of infested knapweeds but even
allocation of nitrogen away from the target tissues. Karban
and Baldwin (1997) highlighted the importance of such
responses not only because alterations of primary metab-
olites can directly modify the tissue nutrient quality, but
also because changes in primary metabolites may also
change the efficacy of secondary compounds.
The disruption of the normal nutrient allocation pattern
following the insect attack found in this study could be part
of this type of induced responses to herbivory. This study
would be the first time such a response is documented in
pine trees. Alternative to this hypothesis, feeding on the
phloem by the pine weevil may also directly interrupt the
nutrient transport along the stem due to the vascular injury
caused by the weevil wounding activity in the phloem.
Manipulative experiments using chemical elicitors of
induced responses, such as methyl jasmonate, that does not
involve physical damage in the vascular tissues could
permit further tests for the existence of induced changes in
the nutrient allocation patterns in long-lived plants such as
pine trees. Disregarding whether the altered nutrient allo-
cation within plant tissues is part of an induced response
mechanism to the weevil attack, or it was derived directly
from the vascular damage after insect wounding on the
phloem, our results indicate that plant nutritional status was
1196 Trees (2009) 23:1189–1197
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largely altered by the insect damage, which may have
further important consequences on other plant vital
processes.
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Methyl jasmonate (MeJa) is a plant chemical elicitor which has been used to artiﬁcially induce chem-
ical defensive responses and resistance against herbivores in many plant species in recent decades. In
this paper, we studied the effect of exogenous MeJa application at different concentrations (0, 5, 50, and
100 mM) on growth, chemical defenses and resistance against the large pine weevil Hylobius abietis L
in one year old Pinus pinaster Ait. seedlings. We also investigated whether the local application of MeJa
on a basal branch would distally elicit defensive responses or growth reductions on the opposite branch
and on the upper main stem. Exogenous application of MeJa induced resin accumulation in the stems,
and enhanced resistance against H. abietis. The resin content in plants treated with 100 mM was nearly
two-fold greater, and the pine weevil consumed 80% less phloem than in control plants. However, con-
centration of total phenolics in needles was lower in plants treated with the higher MeJa dose, probably
because of a local toxic effect. We did not detect any effect of MeJa application on plant growth traits.
In addition, the application of MeJa on the experimental branches did not signiﬁcantly affect the resin
content, nor growth rates of the opposite untreated control branches. However, the application of MeJa
on the experimental branches signiﬁcantly increased the resin content in the stem and total phenolics
in the needles in the apical stem section of the seedling. These results suggest that the systemic effect of
the MeJa induction is restricted to the most valuable parts of the seedlings, and should be considered in
nderfurther studies aimed to u
. Introduction
To defend themselves against insect attacks, conifers have
volved elaborate constitutive and inducible defense mechanisms.
onstitutive defenses are permanent structural or chemical com-
ounds that occur regardless of the presence of damage and are
etermined by genetics, environment and former individual life
istory (Rosner and Hannrup, 2004; Franceschi et al., 2005). In
he family Pinaceae, oleoresin stored in the preformed resin canal
ystem and phenolic compounds seem to play the most impor-
ant role in the constitutive defense system (Strom et al., 2002;
udgins and Franceschi, 2004; Franceschi et al., 2005). On the other
and, inducible defenses are activated by plants following a tis-
ue attack or wounding and are determined by the nature of the
amage as well as the environment and the genetics of the individ-
al (Karban and Baldwin, 1997; Franceschi et al., 2005). Inducible
efenses include the increasing synthesis of antifeedant secondary
ompounds, such as some monoterpenes, alkaloids and phenolics
∗ Corresponding author. Tel.: +34986805078; fax: +34986856420.
E-mail address: xmoreira.cifal@siam-cma.org (X. Moreira).
098-8472/$ – see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.envexpbot.2009.05.015stand the systemic resistance of conifers.
© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
(Klepzig et al., 1995), the formation of traumatic resin ducts in the
xylem (Alfaro, 1995; Tomlin et al., 1998), swelling and prolifera-
tion of polyphenolic parenchyma cells in the bark (Franceschi et al.,
2000; Krokene et al., 2003), and the formation of a wound reaction
zone (Oven and Torelli, 1994; Solla et al., 2002).
In recent decades, several plant chemical elicitors such as jas-
monic acid (Ja) and its methyl ester, methyl jasmonate (MeJa),
methyl salicylate, and ethylene have been used to induce defen-
sive responses equivalent to insect or pathogen attacks (e.g. Thaler,
2002; Hudgins and Franceschi, 2004; Broekaert et al., 2006;
Erbilgin et al., 2006). All these substances are endogenous plant
phytohormones which are known to be involved in triggering
induced defense responses after insect attacks (Farmer et al., 2003;
Halitschke and Baldwin, 2004). At the beginning of the 1990s,
several researchers demonstrated that the exogenous application
of MeJa on annual plants induced the synthesis of plant defen-
sive compounds such as alkaloids (Gundlach et al., 1992). Some
years later, similar experiments were carried out in gymnosperms,
observing that MeJa also induced plant chemical and anatomical
defense responses such as the formation of traumatic resin ducts
or the accumulation of mono- and diterpenes, and increased phe-
nolic synthesis (e.g. Franceschi et al., 2002; Martin et al., 2002). In
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he family Pinaceae, the application of MeJa has also been shown
o induce effective resistance against insect herbivores in Pinus
ylvestris (Heijari et al., 2005), and against pathogenic fungi in Picea
bies (Kozlowski et al., 1999; Franceschi et al., 2002).
The exogenous application of MeJa can also inﬂuence other plant
unctions such as vegetative growth, ontogenic development and
hotosynthetic rate. In conifers, some studies have demonstrated
hat exogenous application of MeJa drastically reduced seedling
rowth rate and photosynthetic activity (Heijari et al., 2005; Gould
t al., 2008). For instance, Heijari et al. (2005) observed that a
00 mM MeJa treatment signiﬁcantly decreased seedling height
nd diameter growth and net photosynthesis when compared to
control or to 10 mM MeJa treated plants of P. sylvestris.
Although there is extensive evidence that exogenous MeJa appli-
ation induces defenses and reduces growth rates in many species
f the Pinaceae (Hudgins et al., 2004; Heijari et al., 2005), we lack
nformation about MeJa effects in maritime pine (Pinus pinaster
it.). This species is of vital importance to the forest economy
f south-west Europe, where it occupies nearly 4 million ha, and
as become a model species for genetic and ecological studies
n the Mediterranean region (Gonzalez Martinez et al., 2004). In
articular, understanding the genetics and ecology of the expres-
ion of resistance traits against pathogens and insects is receiving
ncreasing attention. In this context, the exogenous applications
f MeJa provide a very valuable homogeneous, non-wounding
echnique to characterize induced defensive mechanisms against
erbivores.
In addition, little is known about the distal effects of proximal
eJa application in conifer plants. Previous studies demonstrated
hat MeJa could elicit a response in the untreated tissues above
r below the treated area of mature trees (Franceschi et al., 2002;
udgins et al., 2003; Krekling et al., 2004). For example, Franceschi
t al. (2002) observed that MeJa induced the formation of traumatic
esin ducts some distance away from its application site. This sys-
emic effect of MeJa in defense responses among different regions of
onifer plants would be very important for understanding systemic
esistance.
The aim of this paper was to determine if the exogenous appli-
ation of MeJa at different concentrations induces measurable
hemical defensive reactions and growth reductions in P. pinaster
eedlings, and whether these defensive responses could be effec-
ive against the model phloem-feeder insect Hylobius abietis L.
Coleoptera:Curculionidae). Finally, we investigated if the local
pplication of MeJa on a basal branch would distally elicit defensive
esponses or growth reductions on the opposite branch and on the
pper main stem.
. Material and methods
.1. Plant material
The study material consisted of 16 P. pinaster open-pollinated
amilies of plus trees randomly selected in a ﬁrst generation seed
rchard (Sergude, 42.82◦ N, 8.45◦ W) which provides high genetic
uality seed for reforestation in the Atlantic Coast of Galicia, NW
pain. All these plus trees are superior trees phenotypically selected
ithin the Atlantic-Coast provenance for superior growth, stem
orm, and branch characteristics.
P. pinaster seedlings were individually sown in 2 L. containers in
ebruary 2006. After sowing, the seedlings were fertilized with 6 g
f a slow release fertilizer (Multicote® N:P:K 15:15:15), and grown
n a greenhouse with controlled temperature (around 25 ◦C during
aytime and 18 ◦C at night) and daily irrigation. Experimental MeJa
reatments were applied to one year-old seedlings, when they were
bout 60 cm tall.rimental Botany 67 (2009) 94–100 95
2.2. Experiment I. Effect of MeJa concentration on the whole
seedling
On March 14, 2007, suspensions of 5, 50, and 100 mM MeJa
(Sigma–Aldrich, #39,270-7) in deionised water with 0.1% (v/v)
Tween-20® were applied to seedlings of eight families with a hand
sprayer to run off. The control seedlings were treated with a solu-
tion of deionised water and 0.1% Tween-20. The application of MeJa
treatments was performed in a different room to the control treat-
ment. The seedlings treated with MeJa remained in that separate
space for 24 h to allow the volatilization of the excess MeJa before
being placed in the greenhouse with the controls. A randomized
complete block design was used in the experiment, with the fam-
ilies acting as the block units. There were no replicates of each
pine family in each MeJa concentration treatment, but the same
genetic plant material was presented in each treatment (n = 8). The
total number of seedlings was 32 plants (four MeJa concentration
treatments × 8 families).
Seedling height and stem base diameter were measured at the
beginning, before the application of the experimental treatments,
and at the end of the experiment. Sixty days after MeJa applica-
tion the seedlings were measured and harvested. To determine the
effects of MeJa concentration on defensive responses, samples of
the needles and the stem were separated and immediately pre-
served at −30 ◦C. We determined the concentration of total phenolic
compounds in the needles and the gravimetric resin acid content
in the lowest part of the stem. Shoot and root biomass (oven dried
at 65 ◦C) were also determined.
A non-choice feeding test was used to evaluate the effect of the
application of MeJa on the effective resistance against the large pine
weevil H. abietis, a phloem feeder that causes important damages
in conifer plantations after clear cutting in Europe (Langstrom and
Day, 2004). Immediately after harvesting, the needles were care-
fully removed from the stem with a surgery knife. The fresh basal
stem of each seedling was transversally cut up into several 2.5 cm
long pieces, and the diameter of each piece (mean of two opposite
measures) registered. One piece of each family was deposited on
moistened ﬁlter paper in 11 cm diameter plastic Petri dishes, and
offered to one weevil for 48 h in darkness (eight pieces of the same
MeJa treatment per plate) (Fig. 1a). After this time, we measured
the area of gnawed feeding scars of each stem piece in mm2. The
bark area consumed was estimated by measuring the length of the
scars in four longitudinal transects of each twig. Previous results
indicated that the resulting wounding area estimate predicts rea-
sonably well (r2 = 0.76, p < 0.001, n = 108) the real wounding area
determined with the aid of a transparent millimetre grid. The total
number of Petri dishes were ﬁve replicates × 4 MeJa concentration
treatments = 20 dishes. The experiment was conducted with adult
pine weevils collected during May 2007 at Cuspedrin˜os (San Xurxo
de Sacos Forest, Galicia, Spain, 42.30◦ N; 8.30◦ W; altitude 550 m
a.s.l) (Moreira et al., 2008).
2.3. Experiment II. Systemic effect of MeJa after application on a
basal lateral branch
On March 15 2007, one basal branch (“experimental branch”) of
P. pinaster seedlings belonging to the remaining eight families was
treated with 100 mM MeJa (MeJa + TW20) or with the manipulative
control, Tween-20 alone (TW20) (Fig. 1b). Treatment applications
to the branch were applied by spraying carefully the branch, while
protecting the rest of the plant from contamination by means of a
1 m2 plastic sheet. A randomized complete block design was used
in the experiment with the families acting as the blocks, and the
same genetic plant material represented in each treatment. The
total number of seedlings was 2 treatments × 8 families = 16 plants.
In order to determine whether the application of 100 mM MeJa
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tig. 1. (a) Petri dish example of the in vitro bioassay with H. abietis, (b) scheme of the
xperimental procedure in the Experiment II aimed to analyse the systemic effect
f MeJa after application on a basal lateral branch.
ould involve systemic or distal effects on vegetative growth or
efenses, besides the “experimental branch” we included in the
esign another untreated opposite basal branch as “control branch”,
nd the “upper apical stem” of the seedling as repeated measures
Fig. 1b).
Plants were harvested, processed, and plant relative growth
height and diameter) and resin content were determined in the
xperimental branch, in the control branch, and in the upper stem
s in Experiment I. We also determined the concentration of total
henolic compounds in the needles of the upper apical stem sec-
ion.
.4. Chemical analyses
Concentration of resin compounds in the stem was determined
ravimetrically after extraction with hexane. Just after harvesting,
fresh 10 cm long piece of the stem of each plant was sampled,
mmediately frozen and preserved at −30 ◦C until analysed. Frozen
pecimens, approximately weighing 5 g fresh weight, were cut up
nto small transversal pieces (of about 5 mm), transferred into
reweighed test tubes, and extracted with 3 mL of hexane in an
ltrasonic bath (15 min at 20 ◦C), and then for 24 h at room temper-
ture under the fume hood. The extract was ﬁltered through a GFF
lter into a second preweighed test tube, and the vegetable mate-
ial recovered back into the ﬁrst test tube. The solvent in the second
est tube was evaporated to dryness under the fume hood at room
emperature, which took about ﬁve days, and the resinous residuerimental Botany 67 (2009) 94–100
was determined gravimetrically with a precision scale (0.0001 g).
The whole extraction step was immediately repeated, so the total
resin content was the sum of the resinous residues extracted in the
two consecutive extractions. The second extraction usually yielded
less of the 10% of the total resin mass. After the second extraction
the vegetable tissue was oven dried at 80 ◦C and weighed. The resin
concentration was expressed in mg of resinous residue g−1 stem
dry weight (d.w.).
The concentration of total phenolic compounds in the needles
was determined colorimetrically using the Folin-Ciocalteu reagent
and tannic acid as standard (Scalbert, 1992; Covelo and Gallardo,
2001). A sample of fresh needles was immediately oven dried at
45 ◦C and then manually grounded in a mortar with liquid nitro-
gen. Total phenolics were determined according Glyphis and Puttick
(1988) in 0.3 g of needles, by extraction with 50% aqueous methanol
with an ultrasonic bath for 15 min, following centrifugation and
subsequent dilution of the methanolic extract. Total phenolics were
determined colorimetrically in a Biorad 650 microplate reader at
740 nm as tannic acid equivalents, in a d.w. basis.
2.5. Statistical analyses
The effects of MeJa concentration on plant growth and defense
traits in Experiment I were analysed by means of the mixed model
Yij =  + MJi + Gj + COVij + εij, where  is the general mean, MJi, and
Gj are the main effects of MeJa concentration treatment i (i = 1–4)
and family j (j = 1–8), COVij is the effect of a covariate, and εij is the
experimental error. The family factor (G) was considered a random
effect. Height and diameter were analysed using the initial mea-
surement as covariate. Final basal diameter was used as covariate
in the analysis of resin and phenolic concentrations.
The bioassay with H. abietis in Experiment I was analysed by
means of a mixed model. We used the individual data in the analy-
sis to allow the use of the diameter of the stem twig as a covariate,
which is known to account for much variability (Thorsen et al.,
2001). The Petri dishes, nested within the MeJa treatments, were
also included in the model as a random factor in order to account
for the dependence of observations within each Petri dish (Littell et
al., 2006).
In Experiment II, the effects of the elicitor treatment (application
of TW20 or MeJa + TW20) on the relative growth and resin con-
centration in the control and the experimental branches, and the
resin of the stem were analysed using a repeated measures mixed
model with plant part as a within-subject factor and treatment as a
between-subject factor. Family and family by part interaction were
also included in the model as random effects. Using this whole
model, we performed subsequent speciﬁc contrast analyses testing
for differences between the two treatments in each plant part, or
between the experimental and control branches within each treat-
ment. Degrees of freedom were corrected by the Kenward-Roger
method, as recommended by Littell et al. (2006).
All analyses were performed using the MIXED procedure of SAS
(Littell et al., 2006). When main effects were signiﬁcant, differ-
ences among treatment means were tested for signiﬁcance using
the LSMEAN statement. Data are shown as least square means ± S.E.
3. Results
3.1. Experiment I. effect of MeJa concentrationExogenous application of MeJa induced resin accumulation in
the stems of the P. pinaster seedlings (Table 1). The resin concentra-
tion in the 100 mM MeJa treated seedlings nearly doubled that in
the control seedlings (Fig. 2a). Seedlings treated with 5 and 50 mM
MeJa presented intermediate values, but no signiﬁcant differences
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Table 1
Resume of the mixed model analyses showing the effects of the MeJa treatments
on Pinus pinaster growth, pine chemical defenses, and Hylobius abietis gnawed bark
area in in vitro bioassays.
Trait/source of variation DF DFerror F-ratio p > F
Total height
MeJa treatments 3 20 0.71 0.557
Covariate (initial height) 1 20 120.48 <0.001
Diameter
MeJa treatments 3 20 0.20 0.892
Covariate (initial diameter) 1 20 73.46 <0.001
Total dry weight
MeJa treatments 3 20 0.75 0.537
Covariate (initial diameter) 1 20 10.67 0.004
Root dry weight
MeJa treatments 3 20 2.46 0.093
Covariate (initial diameter) 1 20 9.22 0.007
Resin content
MeJa treatments 3 20 10.72 <0.001
Covariate (ﬁnal diameter) 1 20 15.28 <0.001
Total phenolics
MeJa treatments 3 21 3.13 0.047
Covariate (ﬁnal diameter)a
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Fig. 2. (a) Concentration of total resin in the stem, (b) Concentration of total pheno-
lics in the needles, and (c) gnawed bark area by the large pine weevil H. abietis,MeJa treatments 3 16 3.26 0.049
Covariate (twig diameter) 1 139 97.66 <0.001
a The covariate was not signiﬁcant and was removed from the analysis.
ere observed with the control (Fig. 2a). Total phenolics concen-
ration in the needles was also affected by the MeJa treatments
Table 1). Total phenolic concentration was slightly greater in the
mM MeJa treated seedlings than in the other MeJa treatments,
ith the lowest values observed in the plants treated with the
ighest MeJa concentration (Fig. 2b).
Plant growth traits (height and diameter) were not affected by
he MeJa treatments (Table 1). Neither total nor root biomass were
ffected by MeJa treatments (Table 1).
Application of increasing concentrations of MeJa signiﬁcantly
educed the amount of phloem gnawed by H. abietis in in vitro
ioassays (Table 1). The pine weevils consumed 80% less phloem
n the 100 mM MeJa treated seedlings than in the control seedlings
Fig. 2c). As with resin content, 5 and 50 mM MeJa treatments pro-
uced intermediate values.
.2. Experiment II. systemic effect of MeJa
Sixty days after the application of MeJa + TW20 on the exper-
mental branches, we did not detect signiﬁcant changes in their
esin content compared with the application of TW20 (F1,7.8 = 1.47,
= 0.249; Fig. 3b). However, MeJa signiﬁcantly inhibited the sec-
ndary growth of the treated branches (F1,6.53 = 31.59, p = 0.001;
ig. 3a), even though we only detected a marginal effect on primary
rowth (F1,6.79 = 5.28, p = 0.056; data not shown).
The application of MeJa + TW20 on the experimental branches
id not affect the resin content (F1,11.7 = 0.53, p = 0.53; Fig. 3d), nor
he secondary (F1,12.1 = 1.30, p = 0.276; Fig. 3c) or primary growth
F1,13.5 = 0.31, p = 0.587; data not shown) of the opposite untreated
ontrol branches.
Even though the application of MeJa + TW20 did not increased
esin content in experimental branches compared with the appli-
ation of TW20 alone, we found that application of MeJa + TW20 to
he experimental branches actually increased resin content in those
ranches compared with the control branches (speciﬁc contrast
n the repeated measures model, F1,10.3 = 9.00, p = 0.013). However,
his effect was not enough to differentiate TW20 and MeJa + TW20
xperimental branches, because resin concentration in the TW20in one year-old P. pinaster seedlings two months after treatment with different
MeJa concentrations. LS means ± s.e.m. (N = 8). Different letters indicate signiﬁcant
differences between treatments (p < 0.05).
experimental branch was also higher than in the control branch,
although not signiﬁcantly so (F1,9.86 = 0.92, p = 0.358).
Nevertheless, the application of MeJa on the experimental
branches signiﬁcantly stimulated defensive responses in the api-
cal upper stem section of the seedling. Both stem resin content
(F1,8.26 = 7.89, p = 0.022; Fig. 3f) and concentration of total phenolics
in the needles (F1,7, p = 0.036; Fig. 3e) were signiﬁcantly greater in
seedlings receiving MeJa + TW20 than in seedlings receiving TW20
alone.
4. DiscussionThis study shows that the application of MeJa to P. pinaster
seedlings induces chemical defensive responses and effective resis-
tance against the generalist insect herbivore H. abietis. These results
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Fig. 3. Growth and defensive response in three parts of P. pinaster seedlings two months after application of Tween20 (TW20) or a suspension of methyl jasmonate + Tween20
(MeJa + TW20) to a basal experimental branch. Figures show the values observed in the experimental branch (a and b), and in an opposite not-treated control branch of the
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tame tree (c and d). Panel e and f shows defensive response in needles and in the st
ranch. Di = initial diameter; Df = ﬁnal diameter. LS means ± SE; n.s.: not signiﬁcant.
re consistent with the role of MeJa in defensive responses that
ave been extensively studied in other conifers. MeJa have been
eported to induce anatomical and chemical changes such us the
ormation of traumatic resin ducts in the xylem and the increas-
ng synthesis of phenolic and alkaloid compounds in many conifer
pecies (Martin et al., 2002; Hudgins et al., 2003; Hudgins et al.,
004; Zeneli et al., 2006). Hudgins et al. (2004) observed that
00 mM MeJa application increased signiﬁcantly the resin accumu-
ation on the stem of several conifer species. Zeneli et al. (2006)
eported that 100 mM MeJa application in P. abies plants provoked
n increased accumulation of terpenes and resin ﬂow in the sap-
ood with respect to 0, 5, 25 and 50 mM MeJa treatments. MeJa has
lso been reported to induce resistance against herbivore insects
nd pathogens (Franceschi et al., 2002; Heijari et al., 2005; Zeneli
t al., 2006). Similar to our results, Heijari et al. (2005) observed
hat H. abietis consumed 62% less bark in 100 mM MeJa treated P.
ylvestris seedlings than in control seedlings. Franceschi et al. (2002)
ound that lesion lengths caused by C. polonica in P. abies were less
han half in the MeJa treated trees than in the untreated control
rees.
The response to the MeJa treatments in the phenolic content
n the needles was not as clear as that observed for the resin con-
ent in the stem. Although total phenolic concentration in the 5 mM
eJa treated plants was slightly greater than in control plants, the
henolic concentration signiﬁcantly dropped in seedlings treated
ith the highest MeJa concentration. In most cases of our study,
eedlings treated with 100 mM MeJa showed some signs of stress
r toxicity in the form of chlorotic or death needles that might alter
otal phenolics concentration in the needles. The phytotoxicity ofeJa in high concentration has been previously reported by Heijari
t al. (2005). These authors found that 56% P. sylvestris seedlings
reated with a solution of 100 mM MeJa died over a period of 3.5
onths, whereas mortality was only 1.6% in the control and 10 mM
reated seedlings.the upper apical part of the seedlings, distanced more than 30 cm from the treated
In Experiment I, applying directly MeJa treatments on the whole
plant, needle total phenolic concentration was signiﬁcantly lower
in the 100 mM MeJa treated plants. However, in Experiment II when
we applied 100 mM MeJa on a lateral branch, needle total phenolics
concentration in the upper part of the stem was 25% greater in MeJa
treated seedlings than in the control ones. This observation agrees
with the idea that MeJa in high concentrations could locally depress
total phenolics concentration in the needles due to local toxicity.
The exogenous application of MeJa to conifer seedlings was
responsible for a decline in growth in many conifer species (Heijari
et al., 2005; Gould et al., 2008). Heijari et al. (2005) observed that
height and diameter growth, as well as shoot and root biomass
were signiﬁcantly reduced at the 100 mM MeJa concentration. In
the same way, Gould et al. (2008) observed that growth rate was
reduced in the week following MeJa treatment. In the present
study, however, no growth trait of the whole plant was signiﬁcantly
affected by MeJa concentration, although we did observe a signif-
icant decrease of secondary growth in the experimental branches
treated with MeJa in Experiment II. The most plausible explana-
tion for the lack of a growth response to the MeJa application in
Experiment I was the low absolute diameter and height increments
between the application of the treatments and the ﬁnal assess-
ments, probably because most of the yearly growth was completed
before treatment applications.
5. Systemic effect of MeJa
The application of MeJa on a basal branch induced defensive
responses in the stem, but not in the untreated opposite branch. The
systemic effect of MeJa between different regions of conifer plants
was previously reported by other authors in older plants (Franceschi
et al., 2002; Hudgins et al., 2003). Franceschi et al. (2002) observed
that anatomical defensive responses in adult Norway spruce such us
the formation of traumatic resin ducts are also found some distance
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rom the application zone, indicating that MeJa is transported axi-
lly away from the application site. The greater the distance from
he application area, the smaller the traumatic resin ducts were,
ndicating the existence of a dose-response phenomenon. In the
ame way, Hudgins et al. (2003) observed in several species of the
inaceae family the formation of traumatic resin ducts 5 cm above
he MeJa treatment site, although in lower numbers. We found that
oncentration of resin and total phenolic were signiﬁcantly greater
n the upper stem of seedlings with a basal branch treated with
eJa than in the control seedlings. Conversely, there was not a
ystemic effect due to MeJa application between the experimen-
al and control branches. According to the Optimal Defense Theory
Hamilton et al., 2001; Pavia et al., 2002) seedlings receiving infor-
ation of herbivore or biotic risk could respond by preferentially
llocating resources to better guard the most valuable tissues and
lant parts. This theory would be consistent with our results, in that
ine seedlings could allocate their resources, including the induced
henolics and terpenoid compounds, to the most valuable tissues,
.e. the upper part of the stem, which supports primary growth and
ost of the photosynthetic tissues. On the other hand, allocation of
hemical defenses or resources to basal old branches would be not
priority. This could not explain only the lack of a systemic effect of
eJa on the opposite basal branch, but also the absence of increased
esin reserves and depressed growth observed in the experimen-
al branches. Nevertheless, the lack of a local response to MeJa in
he experimental branches could also be explained by the relative
ncrease in the resin content in the branches treated with TW20, due
o the simple manipulation of the branches and/or to a response to
W20. Although not signiﬁcantly different, the resin content of the
xperimental branches treated with TW20 was higher than that
n the respective control branches (white bars in Fig. 3b and d),
reventing the detection of signiﬁcant differences between exper-
mental branches treated with MeJa and with TW20 (Fig. 3b). The
nduction of defenses with TW20 in conifer seedlings has been
ound before. For example, Miller et al. (2005) demonstrated that
he application of 0.1% TW20 on Picea sitchensis Bong seedlings
ncreased di- and sesquiterpene concentration with respect to the
ontrol. This result is of practical relevance because TW20 is com-
only used as MeJa control, and should be considered in further
xperiments.
The apparent effect of TW20 could also explain the relatively
igher resin concentration values in Experiment I (20–45 mg g−1)
han in Experiment II (7–22 mg g−1). If the application of TW20
nduced defensive responses, the resin values of the control plants
f Experiment I, where treatments were applied to the whole plant,
hould be larger than those in the stem of Experiment II, where
reatments were locally applied to a lateral branch. In fact, the
ifferences were much lower when the resin values of the con-
rol plants of Experiment I (22.8 ± 3.3) are compared to those in
he experimental branches treated with TW20 in Experiment II
17.13 ± 6.2).
This is the ﬁrst work reporting the effect of MeJa on growth,
efensive responses and herbivory resistance in P. pinaster. Despite
he reduced sample size used and the difﬁculties associated with
he use of seedlings, we were able to detect a signiﬁcant effect of
he MeJa application on the resin content in the stems, consequently
educing the bark gnawed by H. abietis. In addition, we also demon-
trated that the application of MeJa on a basal branch induced
efensive responses in the upper stem. This result may have rel-
vance for forthcoming studies aimed at understanding systemic
esistance in conifers.cknowledgments
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8 Abstract Experimental induction of plant chemical
9 defences with methyl jasmonate (MeJa) is a valuable
10 tool for understanding the ecology of plant defensive
11 responses. However, few studies have examined
12 whether MeJa-induced defences in conifers are effec-
13 tive against insect herbivores. We studied, in 17 half-
14 sib Pinus pinaster families, (i) the effect of MeJa
15 application on plant growth and on the induction of
16 diterpenoid resin in different sections of the stem; (ii)
17 whether MeJa-induced defences increase the resis-
18 tance of living pine juveniles against the large pine
19 weevil Hylobius abietis in an in vivo bioassay and (iii)
20 the induction of resin content after weevil wounding.
21 Resin concentration was greater in the upper section of
22 the stem compared with basal sections in both MeJa-
23 induced and non-induced seedlings. Sixty days after
24 MeJa application, treated plants showed 40% greater
25 resin content all along the stem, but reduced height
26 growth compared to control plants. MeJa-induction
27was effective against the pine weevil, as induced
28seedlings were 30% less damaged than control plants.
29Wounding activity by H. abietis produced a strong
30local defensive response after 48 h, where resin
31concentration was double that observed in the basal
32and apical sections not exposed to the insects.
33Keywords Induced resistance  In vivo bioassays 
34Resin content  Herbivory  Diterpenes  Conifer
35resistance
6
37Introduction
38In response to chemical, physical or biotic stimuli,
39constitutive defences can be reinforced by induced
40defences, newly synthesized or mobilized to the site
41where a plant is injured. This form of phenotypic
42plasticity has been suggested to be cost-saving, as
43resources useful for growth are employed in defences
44only when needed (reviewed by Karban and Myers
451989). However, triggering of induced defences
46requires an activation time after identifying the
47biological enemy. Once triggered, defences will
48continue until the biotic challenge disappears, at
49which point they will usually revert to their initial
50state (decay time sensu Go´mez et al. 2009).
51Several phytohormones involved in plant defence
52signalling and induced defence triggering are increas-
53ingly used as experimental chemical elicitors for
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54 studying plant defensive responses. Particularly, the
55 exogenous application of methyl jasmonate (MeJa) is
56 known to activate a wide variety of resistance traits in
57 several annual plant species (e.g. Baldwin 1998;
58 Kessler et al. 2004). In conifers, although the infor-
59 mation is more limited, MeJa has been also reported to
60 induce plant responses similar to those caused by insect
61 herbivory through up-regulating gene expression,
62 enzyme activity and accumulation of terpenoid
63 defences (reviewed by Bohlmann 2008).
64 Recently, Moreira et al. (2009), using cafeteria
65 bioassays in Petri plates, reported that the large pine
66 weevil, Hylobius abietis, fed significantly less on cut
67 twigs of MeJa treated Pinus pinaster seedlings than
68 on twigs of untreated plants. This pine weevil is a
69 generalist phloem and bark feeder that causes
70 important damage in young conifer stands all around
71 Europe, including P. pinaster (Zas et al. 2006), a
72 model Mediterranean species for genetic and ecolog-
73 ical studies in south-west Europe (Gonza´lez-Martı´nez
74 et al. 2004). In field conditions, induced plant
75 responses to the feeding activity of this insect may
76 be crucial to counteract the insect attack, and thus the
77 results of in vitro bioassays may not strictly reflect
78 field resistance. In the present work, we explored
79 whether exogenous application of MeJa is also
80 effective in reducing pine weevil damage to living
81 P. pinaster seedlings using whole-plant in vivo
82 bioassays. We were also interested in whether the
83 weevil damage during the bioassay could induce
84 defensive responses in pine seedlings, and so we
85 analysed the resin content in the plants before and
86 after the exposure to the weevil.
87 Materials and methods
88 Seeds of 17 open-pollinated P. pinaster families,
89 selected from the Atlantic coast population in Galicia
90 (NW Spain), were individually sown in 2-l containers
91 filled with peat and perlite (1:1 v:v), fertilized with
92 12 g of a slow release fertilizer (Multicote N:P:K
93 15:15:15), and grown in a greenhouse with controlled
94 temperature (25/18C day/night). In June 2007, when
95 pine seedlings were 16 months old and about
96 116 ± 1.4 cm tall (mean ± s.e.), half of the seedlings
97 were treated with a suspension of 100 mM MeJa
98 (Sigma–Aldrich, #39270-7) in deionised water with
99 0.1% (v/v) Tween-20. The remaining seedlings
100(control plants) were treated with the carrier solution.
101Both treatments were sprayed over the foliage to run
102off (about 3.1 ± 0.2 ml per plant) in two separate
103rooms of the greenhouse, where the seedlings
104remained for 24 h. Then all seedlings were positioned
105according to a randomized complete block design.
106Sixty days after the application of the treatments,
107just before the bioassay, tree height was measured
108again, and 12 randomly selected plants (N = 6
109treated with MeJa and N = 6 from the control
110treatment) were destructively sampled to analyse
111the resin content in the stem prior to the bioassay.
112Needles were carefully separated from the stem, and
11310 cm sections of the basal, intermediate and apical
114sections of the stem were sampled, immediately
115frozen, and preserved at -30C until analysis.
116With six seedlings of each family (N = 3 MeJa-
117induced and N = 3 control) we established an in vivo
118bioassay to evaluate the actual resistance against H.
119abietis. Total number of seedlings for the bioassay
120was N = 102 (3 blocks 9 2 treatments 9 17 half-
121sibs). Two pre-weighed pine weevils were confined
122into fine-mesh cages fixed onto the intermediate
123section of the stem of each living seedling (see details
124in Online Resources 1). Insects had been caught in
125the field 1 week before the experiment and starved in
126Petri dishes with a moist filter paper for 24 h prior to
127the bioassay. After 48 h of exposure to weevil
128feeding, insects were removed from the cages and
129all the seedlings were immediately harvested. Bark
130and phloem consumed by the weevil was measured
131with a millimetric grid as the debarked area of the
132stem. The stem was then divided into basal, inter-
133mediate and apical sections and sampled as above for
134resin analysis.
135The concentration of diterpenes in the stem, a main
136resistance trait against insects in conifers (Bohlmann
1372008), was determined gravimetrically after two
138cycles of quantitative extraction with n-hexane,
139following Moreira et al. (2009) (see detailed method-
140ology in Online Resource 2). The non-volatile resin
141residue is composed mainly of diterpene resin acids
142that remain as an oxidized residue after volatilization
143of the lighter fraction of the oleoresin (mono and
144sesquiterpenes). Results obtained following this sim-
145ple procedure were well correlated to the concentra-
146tion of the diterpenoid fraction in the stem (r =
1470.9214; P\ 0.0001) as analysed by GC–MS accord-
148ing to Arrabal et al. (2005).
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149 The effects of induction (MeJa), Family (F) and
150 MeJa 9 F on plant height and on the damage caused
151 by the weevil in the in vivo bioassay were analysed
152 with a mixed model with Block as a random factor,
153 using the initial plant height and the weevil weight as
154 covariates, respectively. The resin content in the
155 different stem sections of the plants harvested before
156 the bioassay was analysed with MeJa, stem Section
157 and Section 9 MeJa as main factors. Stem section
158 was considered a within-subject factor, as measures
159 were taken in the same experimental units (Littell
160 et al. 2006). For analyzing the resin content in the
161 plants, after the bioassay we included the Family
162 effect to account for the genetic variance and reduce
163 the error term. Block (random), MeJa Family and
164 their interactions were considered between-subject
165 factors, and stem Section, Section 9 Family and
166 Section 9 MeJa within subject factors. All analyses
167 were performed using the Proc Mixed procedure of
168 SAS. Data are presented as means ± standard errors.
169 Results and discussion
170 The analysis of the plants harvested just before the
171 bioassays showed that treatment with MeJa induced a
172 40% increase in the resin content of stems (Fig. 1a).
173 The resin concentration was significantly greater
174 towards the upper section of the stem, and the
175 induction was similar in the three studied stem
176 sections (no significant MeJa 9 Section interaction)
177 (Fig. 1a).
178 Results from the in vivo bioassay showed that
179 MeJa-induction was also effective in increasing the
180 resistance to the large pine weevil. The damage by
181 the weevil after the 48 h bioassay was 21% smaller in
182 those plants previously treated with MeJa, with
183 already activated induced defences, than in control
184 plants (Fig. 2a). We did not detect significant differ-
185 ences in damage by the insect among pine families
186 (F16,65 = 0.74, P = 0.746) nor in MeJa 9 Family
187 interaction (F16,65 = 0.76, P = 0.727). Although
188 MeJa is well known to elicit anatomical and chemical
189 defences in conifers (reviewed by Eyles et al. 2009),
190 few studies have focused on whether MeJa-induced
191 responses are effective in improving the resistance
192 against insect herbivores or fungal pathogens. Our
193 results agree with the limited information available
194 for the genus Pinus (Gould et al. 2008; Heijari et al.
1952005; Moreira et al. 2009). Of particular relevance,
196Moreira et al. (2009) reported that application of
197MeJa significantly increases the resin content in the
198stems of P. pinaster seedlings and reduces the area
199debarked by this weevil in in vitro bioassays. Here we
200demonstrate that the defensive responses elicited by
201MeJa also effectively protect living seedlings of this
202Mediterranean pine.
203These results could lead to the assumption that the
204application of MeJa could be considered as a potential
205tool to protect seedlings against these insects (Holop-
206ainen et al. 2009). However, as commonly observed
207(Gould et al. 2008; Heijari et al. 2005), the improve-
208ment of seedling resistance through MeJa application
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1,68= 0.01 P= 0.931
2,136= 93.7 P< 0.0001
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Sect x MeJa F2,136= 7.5 P< 0.001
Fig. 1 Resin concentration in the basal, intermediate and apical
sections of the stem in control and MeJa-induced P. pinaster
seedlings destructively sampled a before an in vivo bioassay and
b after exposing the pine seedlings to wounding by the large pine
weevil H. abietis during a 48 h bioassay. F-values and associate
probability levels of the main factors are also shown. Mean-
s ± s.e. are presented, with N = 6 in a, and N = 51 in
b. Asterisks indicate significant differences between MeJa-
induced and control plants within each stem section. Different
letters indicate significant differences between plant sections
(n.s. not significant; * P\ 0.05; ** P\ 0.01)
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209 was not cost-free, and the application of MeJa
210 significantly reduced the pine height growth (Fig. 2b),
211 which may affect field performance and future fitness,
212 as has been observed in other plant species (Baldwin
213 1998). Nevertheless, in a previous experiment with the
214 same species (Moreira et al. 2009) we did not detect
215 significant effect of MeJa on plant growth, although
216 this was in all likelihood because MeJa was applied at
217 the beginning of the growing season when growth rates
218 were markedly lower than in the present paper.
219 Seedling phenology, thus, appears crucial for measur-
220 ing vegetative costs of MeJa-induced defences.
221 Another key finding was that the exposure of living
222 seedlings to weevil feeding altered the pattern of resin
223 defences along the stem (Fig. 1b). The greater resin
224 concentration was now found in the section exposed to
225 the insect, with values double than those observed
226before the bioassay, suggesting a strong local response
227to the weevil damage just after 48 h. Up-regulation of
228defensive gene expression just a few hours after
229exposure to the white pine weevil Pissodes strobi was
230reported for Sitka spruce (Ralph et al. 2006) and
231altered resin acid concentration in bark and xylem ofP.
232sylvestris seedlings was found after 4 days of insect
233feeding (Heijari et al. 2005). Our results indicate that
234short term responses induced by insect feeding also
235involved large quantitative functional changes in
236resistance traits. Although this rapid response was
237restricted to the stem section exposed to the insects, we
238do not discard further systemic extensions to other
239parts of the plant after a longer period than 48 h. The
240existence of such a local response to insect wounding
241should be considered when interpreting the results of
242feeding tests with living plants. Results from in vivo
243bioassays could reflect purely constitutive resistance,
244or indeed constitutive plus induced resistance if the
245time that insects are allowed to feed is longer than the
246activation time (Go´mez et al. 2009) for triggering
247induced defences.
248After insect feeding, we found a significant inter-
249action Section 9 MeJa (Fig. 1b) because the effect of
250MeJa on the resin content, although still significant in
251the apical and basal sections of the stem, was not
252significant in the section of the stem exposed to the
253insect. The resin content in the intermediate section of
254the stem was actually slightly greater in control than
255in MeJa-treated plants, probably due to the greater
256feeding supported by the control plants. We did not
257observe, however, a significant correlation between
258the feeding scar area and the resin content after insect
259damage (r = 0.029, P[ 0.05).This result suggests
260that other MeJa-inducible defences could be also
261important in limiting insect feeding.
262Furtherwork should clarify if local herbivory by this
263harmful weevil in Maritime pine trees produces a
264systemic induction of defences, and aim to identify
265other induced defences involved in resistance to this
266insect, and determine the decay time of those
267responses.
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Introduction
Damage caused by the pine weevil Hylobius abietis
(L.) (Coleoptera, Curculionidae) is a major problem
in clear-cut areas that are replanted with conifer seedlings
in large parts of Europe (Orlander and Nilsson, 1999;
Wallertz, 2005; Zas et al., 2008). Pine weevils feed on
the phloem of young seedlings causing seedling mortality
up to 60-80% when seedlings are planted without pro-
tection (Orlander and Nilsson, 1999). Successful pest
management implies a deep knowledge of the biology
and behaviour of the species to be controlled. During
late spring, adult pine weevils fly long distances to new
breeding habitats, attracted by volatile chemicals
emitted from freshly cut stumps (Nordlander et al.,
Short communication. A simple method for trapping 
Hylobius abietis (L.) alive in northern Spain
X. Moreira*, R. Costas, L. Sampedro and R. Zas
Centro de Investigación e Información Ambiental de Lourizán. 
Apdo. 127. 36080 Pontevedra. Spain
Abstract
Hylobius abietis (L.) is the most economically important pest of coniferous seedlings in clear-cut areas in Europe.
Adult weevils cause extensive damage by feeding on the bark of newly planted seedlings on clear felled coniferous
stands. During the last 20 years, several studies have tried to find an effective method for trapping H. abietis in north
Europe, but there is no information for the warmer countries of southern Europe. In this study, α-pinene and turpentine
in combination with ethanol as attractants, and pine bark or pine branches as trap substrate were used to trap alive
H. abietis in NW Spain. The combination of α-pinene and ethanol obtained nearly 7-fold greater captures than the
control. However, there were no signif icant differences between α-pinene and turpentine. The catches were also
significantly affected by the substrate used in the traps. Fresh pine bark impregnated with turpentine and ethanol
achieved nearly 11-fold greater captures than branches as substrate. The use of pine bark plus turpentine (40 mL) and
ethanol (20 mL) appeared as an effective and cheap alternative to capture H. abietis in Spain.
Key words: herbivory, α-pinene, turpentine, attractant.
Resumen
Comunicación corta. Un método simple para capturar Hylobius abietis (L.) vivos en el norte de España
Hylobius abietis (L.) es la plaga con mayor repercusión económica en plántulas de las repoblaciones forestales de
coníferas en áreas recién cortadas en Europa. Los adultos causan daños importantes alimentándose de la corteza de
las plantas jóvenes. Durante los últimos 20 años varios estudios han tratado de encontrar un método eficaz de captu-
ra de este insecto en el norte de Europa, sin embargo no existe ninguna información de este tipo en el sur de Europa.
En este estudio empleamos α-pineno y esencia de trementina en combinación con etanol como atrayentes, y corteza
o ramas de pino como sustrato de las trampas. Como era esperado, se encontraron diferencias significativas en las
capturas de H. abietis entre atrayentes. La combinación de α-pineno y etanol mostró cerca de 7 veces más capturas
que el control. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre el uso de α-pineno y de esencia de trementina
como atrayentes. También se observaron diferencias significativas en las capturas de H. abietis entre los sustratos.
Las trampas de corteza de pino impregnada con una gran cantidad de trementina y etanol mostraron cerca de 11 ve-
ces más capturas que las trampas con ramas de pino impregnadas de la misma manera. Por lo tanto, el uso de corteza
de pino y esencia de trementina (40 mL) y etanol (20 mL) se presenta como una buena y barata alternativa para la cap-
tura de ejemplares vivos de H. abietis en España.
Palabras clave: herbivoría, α-pineno, esencia de trementina, atrayente.
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1986). Female weevils oviposit throughout the summer,
laying the eggs on the bark of fresh stumps-roots or in
the soil nearby (Nordlander et al., 1997). The time for
development from egg to adult depends on the climate
and the quality of the host stumps (Leather et al., 1999).
Several investigations have been conducted for esti-
mating the relationship between the relative size of
pine weevil populations and seedling damage in different
locations (Langstrom, 1982; Nordlander, 1987; Voolma,
2002). Several semiochemicals commonly used to attract
bark beetles have been tried as bait to Hylobius spp.
The combination of ethanol and α-pinene appeared as
an efficient bait to trap Hylobius spp. in northern coni-
ferous forests (Nordlander, 1987; Erbilgin et al., 2001).
In Sweden, Nordlander (1987) found that traps with a
combination of α-pinene and ethanol were more effec-
tive capturing walking pine weevils than traps with
α-pinene or ethanol alone. In the same way, Erbilgin
et al. (2001) observed that Hylobius pales Hbst. were
highly attracted to flight traps baited with α-pinene
and ethanol at two locations in North America.
Besides, captured H. abietis adults have been used
in laboratory bioassays for studying feeding rates
(Mansson and Schlyter, 2004; Wainhouse et al., 2004),
feeding preference (Mansson and Schlyter, 2004) and
pine weevil antifeedants (Schlyter et al., 2005). Live
H. abietis individuals can also be used in bioassays to
explore the genetic variation in conifer resistance against
these generalist phytophagous insects. Improving tree
resistance against insects may be an interesting tool to
control pests, particularly within the frame of the Inte-
gred Pest Management strategies (Heidger and Lieutier,
2002). In our opinion, H. abietis is a suitable insect
model for using in resistance studies due to i) easy la-
boratory handling, ii) to that main damage is caused
on young seedlings, and iii) to that feeding rates can
be easily evaluated. Moreover, and considering an evo-
lutionary point of view, H. abietis frequently causes the
death of the tree, which is a variable directly related with
plant fitness that thus can be easily assessed in trees.
All the studies for trapping H. abietis were carried
out in central and northern Europe where climatic con-
ditions, tree species and H. abietis populations are highly
different to those in southern Europe. It would be ne-
cessary to confirm at what extent results from these
capture studies may also apply in southern Europe. The
aim of the present paper is to find an efficient and eco-
nomic trap lure to obtain large number of adult pine
weevils alive at southwestern Europe for using in
laboratory assays.
Material and Methods
The experiment was carried out during June 2007
on five clear-felled forest sites located at Cuspedriños
(San Xurxo de Sacos Forest, Galicia, Spain, 42.30° N;
8.30° W; altitude 550 m a.s.l). Before harvesting,
stands at all these sites comprised nearly 2000 ha 
of 35-year-old Pinus pinaster. The climate is tempe-
rate humid Atlantic, with annual precipitation of 
about 2,000 mm and mean annual temperatures of
11.3°C. During the sampling period, maximum and
minimum temperatures were 26°C and 14°C, respec-
tively.
Tramps consisted of about 1 kg fresh weight of natural
harvesting debris as substrate disposed directly on the
ground: i) fresh P. pinaster bark or ii) fresh pine branches
with diameter < 1 cm, both just removed from recently
felled logs. Traps were established on 27 June 2007,
and sampled everyday at 11 a.m. during the four sub-
sequent days. Beetles attracted within the traps were
hand-sorted from the bark or branches, weighted and
reared with food in culture bins for laboratory assays.
For trapping the pine weevils we used as attractants i)
commercial turpentine, obtained from a local drugstore
(priced at 3 € 1,000 mL-1) and ii) α-pinene (Merck ref.
# 8.18632.0100), both always in combination with
ethanol (VWR 70% v:v in distilled water).
We examined the effect of using the available pine
debris as trap substrate comparing the pine bark to the
pine branches, both using a high liberation rate of
turpentine, after spraying 40 mL of α-pinene and 20 mL
ethanol directly on the pine debris.
In order to study the effect of the attractant we used
3 types of pine bark traps: control traps without attractant,
traps baited with ethanol and turpentine, and traps
baited with ethanol and α-pinene. For this objective,
the attractants were dispensed in 1 mL polyethylene
eppendorf vials, settled in vertical position under the
pine bark. For adjusting the liberation rates we followed
the recommendations of Nordlander (1987). Based
upon several previous trials at f ield temperature we
estimated that one 1 mL eppendorf vial provided a slow
release of about 0.25 mL of the monoterpene and
ethanol per day. Considering that the adequate slow
release is about 1 mL of monotepene and 0.75 mL of
ethanol per day (Nordlander, 1987), for the experimental
setup we used 4 vials (filled with 1 mL each) of α-pinene
or turpentine plus 3 vials of ethanol. Therefore, after
the four sampling days, all the initial volume of attrac-
tants in the vials was released.
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The traps were randomly set on the ground along a
10 m radius circle in each of the 5 sites (5 traps × 5 sites
= 25 traps) placed along a 1 km radius circle in the pine
forest. The effects of the attractant and the substrate
on the cumulative pine weevil catches were indepen-
dently analyzed by means of ANOVA using the general
linear model Yij = µ + Si + Tj + εij, where Yij is the value
of the cumulative pine weevil catches, µ is the general
mean, Si and Tj are the main effects of site i (i = 1 to 5)
and trap j (j = 1 to 3 for attractant and j = 1 to 2 for subs-
trate) and εij is the experimental error. Data were trans-
formed with an arcsine function to achieve normality
and homogeneity of variances before analysis, but are
presented as untransformed values in the figures. When
main effects were significant, differences among means
were tested for signif icance using the Fisher Test
(p < 0.05). All analyses were performed using Statistica
v. 6.0.
Results and Discussion
A total of 153 specimens of H. abietis (mean weight
= 124.3± 2.9 mg) were captured from 27 June to 30
June 2007. The highest catches of pine weevils were
obtained during the f irst and second days (data not
shown) and then drastically decreased. The warmer
conditions in the first days likely promoted a higher
release of the volatile chemicals used to attract the
weevils. Release rates strongly influence trapping
effectiveness and duration. Nordlander (1987) used a
release rate of about 0.5 mL of α-pinene and 1 mL of
ethanol during a 5-day period at field, whereas Miller
(2006) found effective a release of 2 mL of α-pinene
and 1 mL of ethanol per day in multiple-funnel traps
at 25-28°C. In our study, we observed that in all cases
the attractants used as bait in the traps were exhausted
after 96 h, as expected after our preliminary tests.
The catches were signif icantly affected by the
attractants used as bait (Table 1). The combination of
ethanol and α-pinene in traps showed nearly 7-fold
greater H. abietis catches than the control (Fig. 1A).
In Europe, Nordlander (1987) found a synergism between
α-pinene and ethanol as attractants in pitfall traps,
trapping about 6 times more pine weevils than α-pinene
alone, 10 times more than ethanol alone and 25 times
more than empty traps. In the same way, Zurm and
Stary (1992) found that traps baited with α-pinene and
ethanol consistently caught more pine weevils than α-
pinene alone baited traps. In our study, although the
combination of α-pinene, ethanol and pine bark showed
the highest catches, differences among α-pinene and
commercial turpentine as bait in traps were not
significant (Fig. 1A). Commercial turpentine is a cheap
product obtained from the distillation of conifer resin.
It is composed of terpenes, mainly the monoterpenes
α-pinene and β-pinene. Thus, our results suggest that
the use of turpentine as bait in H. abietis traps might
be an interesting economic alternative.
Catches were also significantly affected by the sub-
strate used in the traps (Table 1). Fresh pine bark im-
pregnated with high amount of turpentine and ethanol
showed nearly 11-fold greater captures than impregnated
branches as substrate (Fig. 1B). Our results agree with
previous f indings pointing to fresh conifer bark as
more attractive to H. abietis. Nordlander (1987) found
that the use of fresh pine bark in the traps increased by
30% the number of weevils trapped. A similar trend
was observed by Zumr and Stary (1992) using spruce
bark.
In summary, traps with fresh pine bark impregnated
with 40 mL of commercial turpentine and 20 mL of
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Table 1. Results of ANOVA, showing the main effects of site and trap on the cumulative pine
weevil catches after four days since trap establishment
Effect DF MS F p
Attractant
— Site 4 0.87 2.42 0.134
— Attractant 2 1.84 5.12 0.037
— Error 8 0.36
Substrate
— Site 4 1.27 6.39 0.049
— Substrate 1 4.53 22.74 0.009
— Error 4 0.20
ethanol set on the ground could be an effective and
cheap alternative to obtain a sizable number of live H.
abietis adults in Spain. However, the attractants used
as bait in the traps must be renewed every 3-4 days to
obtain optimal catches, limiting the application of this
method for operative use in weevil control.
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Abstract
Oleoresin produced and stored in pine tree leaves provides direct resistance to herbivores, while leaf volatile
terpenes (LVT) in the resin are also powerful airborne infochemicals. Resin concentration and profile show
considerable spatial and temporal phenotypic variation within and among pine populations. LVT biochemistry is
known to be under genetic control, and although LVT should be plastic to diverse abiotic and biotic environmental
factors such as nutrient availability and herbivore attack, little is known about their relative contributions and
interactive effects. The aim of this paper was to clarify whether reduced phosphorus availability could increase the
LVT concentration and affect the expression of herbivore-derived induced defences, and how plasticity would
contribute to the phenotypic variation of LVT. The constitutive and methyl-jasmonate (MeJa) induced
LVT concentration and profile were analysed in 17 half-sib Pinus pinaster families growing under two levels of
P-availability (complete and P-limited fertilization). Individual terpene concentrations showed large additive genetic
variation, which was more pronounced in the control than in MeJa-induced pines. MeJa application did not affect
the LVT concentration, but significantly modified the LVT profile by depleting the a-pinene content and reducing the
sesquiterpene fraction. Low P-availability strongly reduced plant growth and foliar nutrient concentrations, but did
not affect LVT concentration and profile, and did not interact with MeJa-induction. Results indicate a strong
homeostasis of LVT concentration to P-availability, and minor changes in the LVT profile due to MeJa-induction.
Genetic variation appears to be the main source of phenotypic variation affecting the LVT concentration in this pine
species.
Key words: Chemical defence, conifer, constitutive defences, genetic variation, induced defences, leaf volatile terpenes,
methyl jasmonate, phenotypic plasticity, Pinus pinaster.
Introduction
Many of the defensive traits and strategies that conifers
have evolved against insect herbivores rely on oleoresin,
a complex mixture of volatile (monoterpenes, -C10-, and
sesquiterpenes, -C15-) and non-volatile compounds (mainly
diterpene acids, -C20-) (Bohlmann, 2008; Phillips and
Croteau, 1999). As with phenolic compounds, resin
terpenoids are quantitative chemical defences, with higher
concentrations commonly associated with increased resis-
tance (Bauce et al., 1994; Wainhouse et al., 2008). Oleoresin
flows out from damaged or injured phloem, xylem, and
needles when their resin ducts are exposed, thus providing
direct resistance against a diverse array of herbivores and
ª 2010 The Author(s).
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pathogens (Jactel et al., 1996; Heijari et al., 2005; Mumm
and Hilker, 2006; Zeneli et al., 2006).
In addition to their role in direct resistance, monoter-
penes (MT) and sesquiterpenes (SQT) volatilized from
injured tissues are airborne molecular messengers involved
in plant–animal, animal–animal, and plant–plant signalling
(Pen˜uelas et al., 1995; Phillips and Croteau, 1999; Pen˜uelas
and Llusia, 2004). These compounds can simultaneously act
as herbivore repellent and as olfactory clues for herbivore
host selection (Pureswaran et al., 2004), as well as attracting
herbivore predators and parasitoids (Llusia and Pen˜uelas,
2001). Terpenes of vegetal origin also work in animal–
animal signalling, for example, as co-factors for bark beetle
aggregation (Erbilgin et al., 2003). There is also evidence
that terpenes could play a role in within-plant and between-
plant defensive signalling (Pen˜uelas et al., 1995). Undam-
aged conifer needles have a large potential for emitting
volatile organic compounds through the cuticle and stomata
(Pen˜uelas and Llusia, 2003, 2004). The emission rates of
individual volatile terpenes from the foliage have been
found to be dependent on their relative concentration
within the plant tissue and on their physico-chemical
characteristics, for example, their vapour pressure (Pen˜uelas
and Llusia, 2001; Schurgers et al., 2009). Any change in
foliar volatile terpene chemistry would, thus, inevitably be
translated into new airborne messages that could indirectly
affect plant performance and fitness. Therefore, relevant
trade-offs between foliar terpene chemistry and their
associated ecological costs can occur (Mumm and Hilker,
2006).
Resin terpenoid synthesis and accumulation in conifers
are known to be under genetic control with variation
occurring within and between populations (Fady et al.,
1992; Trapp and Croteau, 2001; O’Reilly-Wapstra et al.,
2006). But chemical defences are also plastic traits, and their
concentration can be modulated by the environment and by
the interactive response of genotypes to environmental
conditions such as resource availability. These effects can
all contribute to the large phenotypic variation in resin
content usually found in pine stands in the field.
Resin compounds in pine trees are inducible by biotic
stimuli such as herbivore attack and fungal infestation,
although other stimuli can elicit a similar response, in-
cluding mechanical wounding, debarking, and chemical
elicitors such as methyl jasmonate (MeJa) and other plant
hormones (Bohlmann, 2008; Zeneli et al., 2006; Moreira
et al., 2009). Herbivore-induced defences in pine trees
usually lead to quantitative changes in the terpenoid
content of the stems and increased resin flux (Franceschi
et al., 2002; Martin et al., 2002; Zeneli et al., 2006).
Qualitative changes in the terpene profile and altered
patterns of terpene emission following wounding and after
MeJa-induction have also been reported (Gijzen et al., 1993;
Litvak and Monson, 1998; Hilker et al., 2002; Huber et al.,
2004; Mumm et al., 2004).
Several ecological models formulated to explain the
phenotypic variation in plant defences (reviewed by Stamp,
2003) agree that increasing plant resource availability is
associated with relaxed defensive mechanisms through
lower concentration of the secondary metabolites implicated
in direct resistance (Coley et al., 1985; Koricheva et al.,
1998; Pen˜uelas and Estiarte, 1998). This has been widely
reported for broadleaf trees (Mutikainen et al., 2000;
Donaldson and Lindroth, 2007), but information for
conifers is much more limited (Kainulainen et al., 1996;
Lombardero et al., 2000). Deficient N or P nutrition, for
instance, could determine plastic responses in the allocation
of carbon to growth and defence, and similarly modulate
the ability for expressing induced responses to herbivory.
Knowledge of the responses of terpenoid chemistry in
conifers to abiotic challenges comes mainly from studies
focused on stem resin content and composition (Viiri et al.,
2001; Turtola et al., 2002; Zeneli et al., 2006). Information
on how pine foliar terpenoid chemistry is affected by
induced responses to herbivory, and how environmental
factors can modulate this response is, however, much more
limited. As the fitness value of leaves differ from those of
stems, several ecological models predict that defensive
patterns in leaves could differ from those observed in stems
or other plant tissues (Zangerl and Bazzaz, 1992). More-
over, induced responses involving terpenoid chemistry in
leaves may differ from those reported for stems and roots
owing to the greater emitting potential of leaves and the
dual function of LVT in direct and indirect resistance
through airborne signalling (Huber et al., 2004).
The aim of this paper is to clarify whether the concentra-
tion and profile of LVT reflect genetic variation, nutrient
limitation, herbivore-induced responses or interactive effects
among those factors. According to the predictions of
current ecological models of plant defence, it was hypothe-
sized that LVT concentration would be greater in con-
ditions of limited nutrient availability, reduced plant
growth, and greater carbon availability, as has been shown
to occur in other conifer tissues (Huber et al., 2005).
Besides, nutrient limitation could compromise the ability of
pine trees to express resin-based herbivore-induced defences
in their leaves. A greenhouse factorial experiment with 17
half-sib Maritime pine (Pinus pinaster Aiton) families,
belonging to the Atlantic Coast population of Galicia (NW
Spain), was performed by manipulating plant growth
through controlling P availability (two levels, complete
fertilization and P-limited), and mimicking herbivore-
induced responses by applying MeJa. As with other large
ecological regions, phosphorus is the main limiting resource
for the studied Maritime pine population, that typically
grows in extremely nutrient-poor soils with high spatial
heterogeneity in soil fertility (Martı´ns et al., 2009).
Materials and methods
Experimental design
The experimental layout was a randomized split–split design
replicated in four blocks, with two fertilizer treatments (complete
fertilization and P-limited fertilization) as the main factor, two
MeJa treatments (control, representing constitutive defences, and
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MeJa-induced) as the split factor, and 17 P. pinaster genetic entries
as the split–split factor. In total, 272 pine seedlings were analysed,
corresponding to 4 blocks32 P fertilizer treatments32 MeJa
treatments317 genetic entries.
Plant material, greenhouse conditions, fertilization, and induction
with MeJa
On 7 February 2006, open-pollinated seeds from 17 P. pinaster
mother trees from the coastal region of Galicia (NW Spain) were
sown in 2.0 l pots containing sterilized perlite in a greenhouse with
controlled light (12/12 h light/dark), (10/25 C day/night tempera-
ture), and daily watering by subirrigation. Starting on 10 March
2006, the fertilizer treatments (complete and P-limited) were
applied by sub-irrigation every 2 d. The complete fertilizer
treatment (herein called P20, due to 20 mg P l1 in the fertilizer
solution) was a balanced solution containing 100:20:70:7:9 mg l1
of N:P:K:Ca:Mg, respectively. This solution was a modification of
that used by local nurseries for optimum seedling growth of this
pine species. P-limited fertilizer solution (P2) contained the
recommended levels of N, K, Ca, and Mg, as described above, but
the P input was reduced 10-fold to 2 mg P l1. Fertilizer solutions
were freshly prepared every 2 weeks, and pH was adjusted to pH
6.5 in both treatments. The chemical composition of the fertilizer
solutions are given in Supplementary Table S1 at JXB online.
On 2 August 2006, when average plant heights in the P2 and P20
treatments were 22.660.7 cm and 47.861.2 cm, respectively, half
of the seedlings were treated with a solution of 22 mM MeJa
(Sigma-Aldrich, no. 39270-7) suspended in deionized water with
2.5% ethanol (v:v). The rest of the seedlings were treated with 2.5%
ethanol as a control. Treatments were sprayed evenly over the
foliage with a handheld sprayer, each seedling receiving 2.660.2 or
3.760.3 ml of solution (P2 and P20 plants, respectively;
mean 6SE). To avoid cross-contamination, the two treatments
were applied in two different rooms, and seedlings remained in
separate rooms for 24 h to allow drying.
Sampling and chemical analysis
On 17 August 2006, plant height and diameter were measured
again. All plants were then harvested, transported to the labora-
tory in ice coolers and immediately processed for biomass de-
termination and needle sampling. All primary needles of each tree
were carefully separated from stem material and roots, and
thoroughly mixed. A subsample of the needles was immediately
frozen with liquid nitrogen and preserved at –80 C in screw-
capped cryogenic vials (VWR ref. no. 479-3223) for further
terpenoid extraction, and another subsample was oven-dried at
65 C for nutrient analysis. Total N was determined with a Carlo
Erba CN-Macro elemental analyser and total P by ICP-OES
(Perkin-Elmer Optima 4300DV, Ma., USA) after wet digestion
(Walinga et al., 1995) at the central facilities of Universidade de
Vigo, Spain (http://webs.uvigo.es/cactiweb/).
Extraction and analysis of terpenoids were performed using the
same methodology as Blanch et al. (2009). Briefly, needle samples
were ground under liquid nitrogen in Teflon tubes and terpenes
were extracted with ultrapure n-pentane in an ultrasonic bath at
25 C using dodecane (Merck, no. 1.09658.0005) as the internal
standard. The MT and SQT in the extract were analysed by gas
chromatography using a HP59822B GC-MS (Agilent, Ca., USA)
in a HP-5MS capillary column (30 m30.25 mm30.25 lm), with He
as the carrier gas. Identification of peaks was performed by
a comparison of the mass spectra in the single ion 93 m/z with the
Wiley 275L library and with known standards (seven MT and
three SQT, all from Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland).
Calibration curves for quantification were prepared with commer-
cial standards of the most abundant compounds in the samples.
Individual terpene concentration was expressed in mg g1 leaf dry
weight (DW).
Statistical analyses
Analyses were carried out with the appropriate mixed model for
solving split–split designs (Littell et al., 2006) using the Proc Mixed
procedure of the SAS System. The main effects of P availability,
MeJa induction, and the P3MeJa interaction were treated as fixed
factors. The Block (B) effect, B3P and B3P3MeJa interactions
were considered random in order to analyse the main factors P and
MeJa with the appropriate error terms (B3P and B3P3MeJa,
respectively). Family (G) and its interactions with main effects
(P, MeJa, and P3MeJa) were considered random, and associated
variance components were estimated by restricted maximum likeli-
hood (REML). The statistical significance of the variance compo-
nents for each random factor was assessed using likelihood ratio
tests (Littell et al., 2006), where the differences in two times the
log-likelihood of the models including and excluding that random
factor are distributed as one tailed v2, with one degree of freedom.
When genetic variance was significant, the corresponding narrow
sense heritability (h2i ) was calculated. The pine families were
considered true half-sibs (same mother but different father), and
thus additive genetic variance was estimated as four times the
family variance. Heritability was calculated as the ratio of additive
genetic variance to total phenotypic variance (Falconer and
Mackay, 1996). Equality of residual variance across treatments
was tested in all cases, but significant deviations were not found.
When necessary, normality was achieved by log transforming the
original variables. Multivariate analysis of variance of terpene
profiles was performed by using the four most abundant MT and
the four most abundant SQT. Differences in slopes and intercepts
describing family relationships between MT and SQT, and a- and
b-pinene concentrations were analysed by means of analysis of
covariance using the Proc Mixed procedure (Littell et al., 2006).
Data are shown as mean 6SE.
Results
Both P limitation and MeJa affected growth and perfor-
mance of pine seedlings. Limiting P availability seriously
compromised primary and secondary growth of pine seed-
lings, where height and total biomass of P-limited plants
(30.5461.46 cm; 15.9761.32 g) were significantly lower than
those with adequate P nutrition (51.3061.46 cm;
37.5261.31 g; both P <0.001). Leaf P concentration was
also affected by P availability in the substrate (F1,3¼593;
P <0.001); P-limited plants contained 0.9860.102 mg P g1
while plants with adequate P fertilization had 2.0860.105
mg P g1. Nitrogen concentration was slightly but signifi-
cantly lower (F1,3¼30; P¼0.012) in the foliage of P-limited
plants than in adequately fertilized plants (24.860.79 mg
g1 and 28.960.80 mg g1, respectively). In addition, MeJa
induction strongly depressed primary shoot growth
(F1,6¼111; P <0.001). The growth rate of shoots during the
25 d after application of induction treatments was 3.160.12
mm d1 in control plants but only 1.1160.02 mm d1 in
MeJa-induced seedlings.
Total LVT concentration in pine seedlings ranged from
1.7 to 66 mg g1 leaf DW. Twelve MT and 13 SQT were
identified in the foliage of our P. pinaster seedlings (Table 1).
The major MT identified were a-pinene, camphene,
b-pinene, and b-myrcene, jointly accounting for approxi-
mately 90% of total MT. The most abundant SQT
were trans-caryophyllene, a-humulene, and germacrene-D,
accounting for approximately 75% of total SQT (Table 1).
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Response of LVT concentration to P availability
Experimental manipulation of P availability did not affect
the concentration of total LVT, total MT or total SQT
(Table 2), evidencing a lack of plasticity related to nutrition
in these traits. Similarly, the concentration of individual
terpenoids was not affected by P availability. Accordingly,
multivariate analysis did not detect a significant effect of
P availability on the LVT profiles (MANOVA, Wilk’s
k8, 241¼0.962; P¼0.3064; see Supplementary Table S2 at
JXB online). In addition, the concentration of LVT was not
affected by the interaction of P availability and MJ-induction
treatments (MJ3P interaction in Table 2 and Fig. 1).
Genetic variation and heritability of LVT concentration
Pine families included in this study had terpene concen-
trations from 6 mg to 27 mg g1 leaf DW (see Supplemen-
tary Fig. S1 at JXB online). Both total MT and total SQT
showed large genetic variance (Table 2). However, the lack
of plasticity of foliar terpenoid concentration to P availabil-
ity was uniform for all the studied families, as revealed by
the non-significant G3P interaction (Table 2), i.e. there was
no genetic variation in plasticity.
Heritability estimates for the constitutive concentration
of total MT and SQT were fairly high (1.11 and 0.83,
respectively; Table 3). Strong genetic control of the
constitutive concentration of most individual MT and SQT
compounds was observed, with heritability estimates rang-
ing from 0.49 to 1.30. However, additive genetic variation
of terpene concentration in MeJa-induced plants was
notably weaker, and only significant for a-pinene, D3-
carene, (+)-3-carene, jupinene, and a-muurolene, with
heritabilities between 0.39 and 1.02 (Table 3).
MeJa-induced responses in the LVT concentration
and profile
Total LVT and total MT concentrations did not differ
between induced and control plants (Table 2; Fig. 1A). The
Table 1. Concentration and molar fraction of individual volatile terpene species found in the primary needles of constitutive (control) and
MeJa-induced P. pinaster seedlings belonging to 17 open-pollinated families
Significance tests (P value) of the MeJa induction effect in the mixed model for each individual compound are shown. Bold P values were
significant at a <0.05. Concentrations are expressed on a dry weight basis.
Terpene concentration
(mg g1)
Terpene molar
fraction (%)
Constitutive MeJa induced F >P Constitutive MeJa induced F >P
Monoterpenes
a-Pinene 4357.5 2755.5 0.003 29.17 20.48 0.000
Camphene 1349.0 1474.2 0.140 9.00 10.05 0.045
b-Pinene 6187.2 7363.3 0.038 37.45 49.88 0.000
b-Myrcene 1377.8 931.8 0.140 8.38 6.13 0.033
a-Phellandrene 47.3 6.3 0.626 0.19 0.04 0.217
D-3-Carene 325.3 108.8 0.182 2.03 0.85 0.077
a-Terpinene 3.4 2.0 0.372 0.03 0.01 0.235
Limonene 463.2 463.9 0.891 3.38 3.63 0.225
(+)-3-Carene 7.1 1.2 0.080 0.04 0.01 0.043
a-Terpinolene 44.9 10.9 0.221 0.28 0.08 0.085
Linalyl acetate 29.1 143.2 0.003 0.13 0.69 0.001
Bornyl acetate 118.9 161.0 0.258 0.50 0.69 0.018
Total monoterpenes 14310.3 13422.0 0.578 90.57 92.54 0.012
Sesquiterpenes
a-Copaene 54.7 54.8 0.278 0.27 0.31 0.311
Jupinene 38.2 25.2 0.481 0.17 0.15 0.592
Trans-Caryophyllene 745.2 515.8 0.002 3.46 2.38 0.002
a-Humulene 285.0 210.6 0.002 1.51 1.19 0.019
a-Amorphene 17.4 20.5 0.070 0.08 0.14 0.068
Germacrene D 248.3 198.2 0.653 1.30 1.08 0.220
a-Muurolene 117.1 93.8 0.938 0.58 0.52 0.688
D-Cadinene 78.8 73.7 0.813 0.43 0.41 0.818
Caryophyllene oxide 29.2 19.1 0.356 0.13 0.07 0.216
Geranyl acetate 51.1 31.6 0.361 0.31 0.19 0.341
Farnesyl acetate 146.6 109.2 0.445 0.59 0.51 0.588
Unknown 57.2 35.4 0.408 0.22 0.15 0.317
Farnesyl acetone 21.7 16.7 0.593 0.11 0.09 0.772
a-Bisabolene 51.8 41.8 0.749 0.27 0.27 0.678
Total sesquiterpenes 1942.3 1446.1 0.006 9.43 7.46 0.012
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total SQT concentration was reduced significantly in in-
duced plants by 26% (Table 2; Fig. 1B). A significant
positive genetic relationship between the MT and SQT
concentrations was found, leading to similar ratios across
families, but this relationship was altered after MeJa
induction (Fig. 2). The intercept of the relationship between
SQT and MT (Fig. 2) was significantly lower for induced
plants than for control plants (ANCOVA F1,31¼15.1;
P <0.001) indicating that foliar oleoresin was depleted in
SQT following MeJa induction. Slopes of both relationships
were only marginally different (ANCOVA F1,30¼4.17;
P¼0.050). This trend was consistent across families.
Although the same compounds were found in control and
in MeJa-induced plants, induced plants had an altered
Fig. 1. Constitutive (white bars) and MeJa-induced (black bars)
concentration of monoterpenes (a) and sesquiterpenes (b) in the
needles of P. pinaster seedlings grown in two different phosphorus
availabilities. Fertilization had no significant effect, and chemical
induction with MeJa significantly reduced sesquiterpene concen-
tration in the two P treatments. Error bar is s.e., n¼72. Concen-
trations are expressed on a dry weight basis.
Fig. 2. Family relationship between total concentration of sesqui-
terpenes and monoterpenes in the needles of P. pinaster seed-
lings under constitutive conditions and after defensive induction
with MeJa. The relative contribution of mono- and sesqui-terpenes
was similar among families presenting a broad range of terpene
concentrations. MeJa induced a shift to lower sesquiterpene
concentration, which was consistent among families. Analysis of
covariance showed that intercepts were significantly different
(F1,31¼15.1; P <0.001), and slopes were marginally different
(F1,30¼4.17; P¼0.050). Each point represents an open pollinated
family (n¼8 replicates). Concentrations are expressed on a dry
weight basis.
Table 2. Summary of the mixed model for volatile terpene content found in the primary needles of P. pinaster seedlings belonging to 17
open-pollinated families cultivated at two levels of phosphorus availability, and induced by application of MeJa
The family effect (G) and derived interactions are random effects, and the variance components (VC, %) and corresponding likelihood ratio
significance tests (v2) are shown. Phosphorus availability (P) and methyl jasmonate (MeJa) induction of defences are fixed effects, and the
F values and corresponding df are shown. Bold values are significant at a <0.05.
Monoterpenes Sesquiterpenes Total volatile terpenes
df (F) % VC F/x2 P value % VC F/x2 P value % VC F/x2 P value
Family (G) 20.5 32.5 0.000 12.6 15.2 0.000 20.8 33.3 0.000
G3P 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
G3MeJa 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
G3P3MeJa 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Residual 79.5 87.4 79.2
Block 3, 3 0.7 0.601 3.9 0.146 0.9 0.524
P 1, 3 1.3 0.345 2.2 0.232 1.7 0.286
MeJa 1, 6 0.4 0.578 17.4 0.006 1.2 0.323
P3MeJa 1, 6 0.2 0.698 0.0 0.999 0.2 0.670
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terpene profile, as shown by multivariate analysis. Both MT
and SQT profiles were affected significantly by MeJa
induction (MANOVA; Wilk’s k¼0.492, P <0.001 and
Wilk’s k¼0.808, P <0.001 for MT and SQT, respectively).
The MeJa-induced response involved a marked decrease
in the absolute concentration of some compounds (mainly
a-pinene, but also D3-carene and b-myrcene; Table 1), that
was counterbalanced by a significant increase in the
absolute concentration of other compounds (predominately
b-pinene, the major volatile terpene identified in our
samples, but also lynalyl and bornyl acetate; Table 1).
Changes in the concentration of major compounds
affected the relative contribution (molar fractions) of
individual terpenes to the complex blend of foliar volatiles
(Table 1). The relative amounts (molar fractions, Table 1)
of a-pinene, b-myrcene, and (+)-3-carene, trans-caryophil-
lene, and a-humulene were reduced significantly after
MeJa application. By contrast, the molar fraction of other
compounds such as b-pinene, lynalyl acetate, and bornyl
acetate were significantly (P <0.05) greater in induced
plants than in the constitutive profiles of control plants
(Table 1).
MeJa-induced alteration of the isomeric ratio of a- to
b-pinene
The application of MeJa had contradictory effects on the
biochemistry of the two major constituents of leaf MT pool,
the isomers a- and b-pinene (Table 1). Although the joint
contribution of both isomers was similar in induced and
control plants (F1,6¼0.087; P¼0.783), the ratio of a- and
b-pinene was altered significantly following the application
of MeJa (F1,6¼64.9; P <0.001). MeJa application favoured
the accumulation of b-pinene at the expense of a-pinene.
Moreover, strong positive family relationships between the
concentrations of a- and b-pinene (Fig. 3), both in
constitutive and in induced mode were found (Fig. 3).
Slopes of the a-/b- pinene in control and MeJa-induced
Table 3. Significance tests of the family effect and corresponding narrow sense heritability estimates for the constitutive (control plants)
and induced (MeJa treated plants) concentration of individual volatile terpenes in the needles of 17 P. pinaster open-pollinated families
Most of the more abundant terpenes showed high heritabilities. Heritability was calculated only when family effect was significant as the ratio of
additive genetic variance (rA
2¼4rF2, where rF2 is the family variance) to total phenotypic variance. Bold values are significant at a <0.05.
Constitutive mode MeJa-induced mode
x2 P value h2i x
2 P value h2i
Monoterpenes
a-Pinene 12.7 0.000 0.87 5.2 0.011 0.45
Camphene 0.6 0.213 1.3 0.126
b-Pinene 16.3 0.000 1.00 1.9 0.085
b-Myrcene 0.0 0.500 0.0 0.500
a-Phellandrene 1.8 0.093 0.1 0.407
D-3-Carene 9.1 0.001 0.64 6.6 0.005 0.60
a-Terpinene 0.7 0.199 0.0 0.478
Limonene 11.8 0.000 0.83 2.6 0.053
(6)-3-Carene 2.2 0.067 3.1 0.038 0.39
a-Terpinolene 8.2 0.002 0.67 1.0 0.154
Linalyl acetate 4.7 0.015 0.49 0.8 0.180
Bornyl acetate 7.5 0.003 0.64 0.2 0.349
Total monoterpenes 17.8 0.000 1.06 3.2 0.037 0.38
Sesquiterpenes
a-Copaene 12.8 0.000 0.87 0.0 0.500
Jupinene 26.3 0.000 1.30 16.7 0.000 1.02
Trans-Caryophyllene 14.7 0.000 0.94 1.1 0.145
a-Humulene 14.9 0.000 0.95 0.4 0.276
a-Amorphene 0.0 0.500 0.0 0.500
Germacrene D 6.1 0.007 0.56 0.0 0.500
a-Muurolene 2.1 0.074 7.8 0.003 0.65
D-Cadinene 0.1 0.396 0.2 0.337
Caryophyllene oxide 0.0 0.500 0.0 0.500
Geranyl acetate 0.0 0.500 0.2 0.326
Farnesyl acetate 0.0 0.500 0.7 0.194
Unknown 0.0 0.447 0.0 0.500
Farnesyl acetone 0.0 0.500 0.0 0.500
a-Bisabolene 5.6 0.009 0.54 0.0 0.500
Total sesquiterpenes 12.2 0.000 0.83 0.1 0.385
Overall volatile terpenes 19.3 0.000 1.11 3.1 0.039 0.37
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plants did not differ but intercepts were significantly
different (Fig. 3), indicating that the relationship between
both isomers at the family level significantly shifted
upwards after the induction with MeJa (Fig. 3).
Discussion
Lack of response of LVT to P availability
Phosphorus limitation reduced seedling growth by 57% and
leaf P concentration by 52% in our study. Leaf P concen-
trations were similar to those found in an extensive field
survey of 25 P. pinaster stands in Galicia, that recorded leaf
P concentrations from 0.62 g to 1.88 g mg1 (Martı´ns et al.,
2009). Leaf P concentrations in the P2 treatment were
within the levels considered ‘marginally deficient’ in field
evaluations, and those in the high P treatment were within
the ‘satisfactory’ levels suggested by Bonneau (1995).
Although P limitation increased the concentration of
resin in the stem and phenolics in the foliage of the pine
seedlings from this study (X Moreira et al., unpublished
results), P availability had no apparent effect on LVT
concentration or the LVT profile. This trend was consistent
for all families, regardless of the defensive mode (constitu-
tive or MeJa-induced). Therefore, these results contradict
our initial hypothesis that LVT concentrations would be
plastic to resource availability, with higher concentrations
produced under nutrient limitation due to greater invest-
ment in plant defences.
From a physiological point of view, it is commonly
accepted that increased growth rates due to fertilization can
trade-off with carbon allocation to secondary metabolites,
leading to reduced concentration of chemical defences in
tissues of fast growing genotypes or plant species (Bryant
et al., 1983; Coley et al., 1985; Pen˜uelas and Estiarte, 1998).
Growth is predominant over defensive investments when
resources are abundant, and the production of secondary
metabolites reaches a maximum when resource availability
is suboptimal for primary growth (Koricheva et al., 1998).
In a broader evolutionary context, optimal allocation
models predict decreasing investment in defences with
increasing resource availability, because the reduced cost of
tissue production could compensate the risks of tissue lost
due to herbivore predation (Zangerl and Bazzaz, 1992; Van
Dam et al., 1996; Zangerl and Rutledge, 1996).
In conifers, these theoretical models are a good explana-
tion for the allocation to secondary metabolites in xylem
and phloem. Reduced levels of stem resin have been found
to be associated with greater growth rates due to fertiliza-
tion (Wainhouse et al., 1998). Lower densities of phloem
resin canals and reduced resistance against herbivores in
fertilized and fast-growing plants were also observed in
P. pinaster and P. radiata seedlings at field (Zas et al., 2006,
2008; Moreira et al., 2008). However, secondary chemistry
is not necessarily consistent throughout a plant (Van Dam
et al., 1996; Kainulainen et al., 2000) and leaf terpene
response to environmental variation could differ from
those in other tissues, exhibiting positive, neutral, and
even negative responses to increased nutrient availability
(Pen˜uelas and Staudt, 2010). Our results are in agreement
with those from a few controlled experiments that found N
and P availability to have no effect on LVT in Pinus
sylvestris, Picea abies, and Pinus halepensis (Heyworth et al.,
1998; Barnola and Ceden˜o, 2000; Ormen˜o et al., 2008), or
to cause a minor reduction in monoterpene content in adult
leaves, but not in growing leaves of fertilized trees
(Kainulainen et al., 1996; Blanch et al., 2009).
The lack of influence of P availability on LVT concentra-
tion could be due to the fact that LVT are not only direct
chemical defences, but also indirect defences through their
emission as relevant infochemicals during regular stomatic
functioning. Genotypes with greater LVT concentration
would be better defended, but could also emit more LVT
into the environment, with possible undesired ecological
consequences such as enemy attraction. Thus pine seedlings
that do not spread airborne information about their
nutritional or immune status that might attract their
enemies could be favoured in determinate environments,
something that could be achieved through the active
maintenance of the homeostasis in LVT concentration.
An alternative explanation for these results, according to
models of optimal allocation of defences, could be that
leaves in young pine seedlings have to be extremely well
defended due to their great construction costs and major
MeJa-Induced
Fig. 3. Family relationships between concentration of b-pinene
and a-pinene in the needles of P. pinaster seedlings under
constitutive conditions and after defensive induction with MeJa.
Both relationships were strong, positive, and consistent among
families. Induction with MeJa shifted upwards the relationships.
Analysis of covariance showed that intercepts were significantly
different (F1,31¼33.87; P < 0.0001) but slopes were not different
(F1,30¼3.56; P¼0.069). Each point represents an open
pollinated family, n¼8. Concentrations are expressed on a dry
weight basis.
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relevance for seedling growth, performance, and fitness
(Zangerl and Berenbaum, 1987; Zangerl and Rutledge,
1996; Ohnmeiss and Baldwin, 2000). Thus, the LVT content
in primary needles of pine seedlings would be maximized,
regardless of their nutritional status.
In conclusion, leaves of P-limited pine seedlings were not
better defended with terpenes, in terms of LVT concentra-
tion or profile, than those receiving adequate P fertilization,
and the responses were consistent among the 17 pine
families. Further experiments should confirm these results
in mature trees and determine whether terpene emission
patterns are affected by nutrient availability.
Quantitative MeJa-induced responses in the LVT
A minor reduction in the content of SQT in induced plants
and no quantitative changes in the content of MT after
MeJa-induction were found. These results agree with other
studies that report minor or no alterations in LVT in
induced Douglas-fir and spruce seedlings, even when major
quantitative or qualitative changes were found in other
tissues of those plants such as stem wood and roots (Viiri
et al., 2001; Turtola et al., 2002; Huber et al., 2005; Zeneli
et al., 2006). By contrast, significant accumulation of
volatile terpenes in the leaves (although still small
relative to those found in other tissues) but with no changes
in the terpene pattern were reported in spruce and Scots
pine 20 weeks after MeJa application (Martin et al., 2003;
Holopainen et al., 2009).
The minor effects of MeJa found on LVT do not imply
methodological problems, as MeJa was effective at in-
creasing the content of resin in the stem and of phenolics in
the foliage, and also in reducing the growth of pine
seedlings from this study (Moreira et al., unpublished data).
Large increases in xylem and phloem oleoresin have usually
been reported by other authors after MeJa application
(reviewed by Bohlmann, 2008). Thus, our results suggest
that the responses of secondary chemistry to herbivory in
leaves differs from that in stems (Van Dam et al., 1996;
Kainulainen et al., 2000) and it is possible that constitutive
protection of leaves is close to the maximum possible,
leaving only a small margin for induction.
Increased emission of terpenes has also been suggested as
an explanation for the lack of terpene accumulation in the
leaves of induced conifers (Litvak and Monson, 1998).
Another possibility is that pine leaves are structurally
limited in their capacity for greater terpene foliar concen-
trations because of the absence of induced traumatic resin
canals within the needles (Huber et al., 2005; Krokene et al.,
2008). Further research using isotope labelling could
address the former possibility.
MeJa-induced responses in the profile of LVT
MeJa-induced response in LVT 25 d after MeJa application
was more qualitative than quantitative. An effective herbi-
vore-induced defensive strategy could be to produce more
toxic terpenoids, but in this study no changes were observed
in known toxic compounds such as limonene, camphene,
and a-pinene (Zou and Cate, 1995; Lindgren et al., 1996;
Thoss and Byers, 2006). However, changes were observed in
the relative contribution (molar fractions) of major in-
dividual terpenes such as trans-caryophyllene, a-humulene,
lynalyl and bornyl acetate, b-myrcene, and (+)-3-carene,
which can be ecologically important since their relative
contribution determines the terpene fingerprint and thus the
biological meaning of the airborne message when LVT are
released into the environment. The main effect induced by
MeJa was the depletion of a-pinene and the relative
enrichment of b-pinene, without alteration of the total
needle MT concentration. Reducing the relative contribu-
tion of known insect attractants (Tomlin et al., 1997;
Pureswaran et al., 2004) in the blend of foliar terpenes
could be a beneficial induced response, because it would
reduce the risk of further herbivory whilst maintaining the
levels of chemical defences within the leaves.
The significant induced responses to the application of
MeJa (changes in the ratio of mono/sesquiterpenes and
ratio of a/b pinene) were consistent across families, with all
families sharing the same directionality and proportionality
of the response. Further research would address the possible
benefits of these observed responses for direct and indirect
resistance of pine seedlings. If the observed changes in the
ratio of various terpenes are adaptive, it is hypothesized
that the ecological cost of airborne signalling, considering
the antagonistic and synergistic ecological effects derived
from the same airborne message (Raffa, 2001; Heil, 2008) is
more important than the direct antiherbivory benefits of
increasing LVT concentrations.
Genetic additive variation and control of LVT
This study demonstrates that large additive genetic varia-
tion, with high narrow sense heritabilities, for both total
terpene concentration in foliage and concentrations of
several individual terpenes exists in Maritime pine. The
existence of resin-producer varieties of Maritime pines and
of geographical differentiation in the terpene profiles of the
stem resin flow has been reported before (Baradat et al.,
1972; Arrabal et al., 2005). Concentration of individual
terpenes seems to be regulated by only a few genes (Phillips
and Croteau, 1999) with an additive inheritance model
(Jactel et al., 1996; Nault et al., 1999; O’Reilly-Wapstra
et al., 2006).
The not significant Family3MeJa interaction for total,
MT and SQT seems to suggest that plasticity to biotic
factors is not under genetic control. However, considering
that terpene concentrations in induced plants represent the
sum of the pre-existing constitutive response plus that
resulting from the induced response, the reduction in
genetic control over the constitutive concentration of
several major terpenes (such as b-pinene) after MeJa
induction suggests the existence of genetic variation in the
inducibility, that would be counteracting the genetic varia-
tion in the constitutive levels of LVT (Agrawal et al., 2002).
4444 | Sampedro et al.
Our results indicate that predictions of environmental
modulation of plant defence in conifers are not appropriate
in describing volatile terpene production and accumulation
in the foliage of Maritime pine seedlings. MeJa-induced
responses in the foliage of Maritime pine seedlings differed
from those reported for other plant parts such as the stem
and roots. Benefits for direct anti-herbivore resistance due
to increasing LVT concentration could be counterbalanced
by ecological costs resulting from greater terpene emission
from the foliage. It is likely that these costs are constraining
the plasticity of volatile terpenes in leaves, but not in stems
and other tissues with lower emitting potential.
In summary, phosphorus availability affected growth and
foliar P concentration but not the concentration of LVT.
MeJa application induced changes in the terpene profile
(mainly by depletion of a-pinene) but had a negligible effect
on the concentration of LVT (by reducing the amount of
SQT). Genetic variation appears to be the main source of
phenotypic variation in leaf volatile terpenes of this pine
species.
Supplementary data
Supplementary data are available at JXB online.
Supplementary Table S1. Chemical composition of the
solutions used as fertilizers.
Supplementary Table S2. Multivariate analysis
(MANOVA) of leaf volatile terpene profiles as affected by
P availability and MeJa-induction.
Supplementary Fig. S1. Genetic variation in the concen-
tration of leaf volatile terpenes in 17 P. pinaster open-
pollinated families.
Acknowledgements
We thank P Martı´ns for her superb technical assistance
during the experiment; A Solla, E Cubera, S Martı´nez,
Y Gonza´lez, O Fonta´n, I Portabales, A Solin˜o, and S Varela
for help with plant harvesting and assessments; Chema
Mendan˜a and other collaborators for assistance with the
greenhouse; S-Y Kin and A Velando for their suggestions
with data analysis; JK Whalen (McGill Univ) for her critical
review and D Brown for the English editing.
This work was supported by the Spanish Instituto Nacional
de Investigacio´n y Tecnologı´a Agraria y Agroalimentaria
(grant number INIA-RTA07-100; and DOC-INIA and
PREDOC-INIA fellows for LS and XM, respectively); the
Spanish Agency of Science and Technology (grant numbers
CGL2006-04025/BOS, CGL2010-17172, and CSD2008-
00040 for JP and JL; and AGL2010-18724 and PSE310000
for RZ and LS); and the Catalonian Government (grant
number SGR 2009-1458).
References
Agrawal AA, Conner JK, Johnson MT, Wallsgrove R. 2002.
Ecological genetics of induced plant defense against herbivores:
additive genetic variation and costs of phenotypic plasticity. Evolution
56, 2206–2213.
Arrabal C, Cortijo M, Ferna´ndez de Simo´n B, Garcı´a Vallejo MC,
Cadahı´a E. 2005. Differentiation among five Spanish Pinus pinaster
provenances based on its oleoresin terpenic composition. Biochemical
Systematics and Ecology 33, 1007–1016.
Baradat PH, Bernard-Dagan C, Fillon C, Marpeau A, Pauly G.
1972. Les terpe`nes du Pin maritime: aspects biologiques et
ge´ne´tiques. Il he´re´dite´ de la teneur en monoterpe`nes. Annals of Forest
Science 29, 307–334.
Barnola LF, Ceden˜o A. 2000. Inter-population differences in the
essential oils of Pinus caribaea needles. Biochemical Systematics and
Ecology 28, 923–931.
Bauce E´, Cre´pin M, Carisey N. 1994. Spruce budworm growth,
development and food utilization on young and old balsam fir trees.
Oecologia 97, 499–507.
Blanch J-S, Pen˜uelas J, Sardans J, Llusia J. 2009. Drought,
warming and soil fertilization effects on leaf volatile terpene
concentrations in Pinus halepensis and Quercus ilex. Acta
Physiologiae Plantarum 31, 207–218.
Bohlmann J. 2008. Insect-induced terpenoid defenses in spruce. In:
Schaller A, ed. Induced plant resistance to herbivory. Dordrecht, The
Netherlands: Springer Netherlands, 173–187.
Bonneau M. 1995. Fertilisation des foˆrets dans les pays tempe´re´s:
the´orie, bases du diagnostic, conseils pratiques, re´alisations
expe´rimentales. Nancy, France: ENGREF.
Bryant JP, Chapin III FS, Klein DR. 1983. Carbon/nutrient balance
of boreal plants in relation with vertebrate herbivory. Oikos 40,
357–368.
Coley PD, Bryant JP, Chapin FS. 1985. Resource availability and
plant antiherbivore defense. Science 230, 895–899.
Donaldson JR, Lindroth RL. 2007. Genetics, environment, and their
interaction determine efficacy of chemical defense in trembling aspen.
Ecology 88, 729–739.
Erbilgin N, Powell JS, Raffa KF. 2003. Effect of varying
monoterpene concentrations on the response of Ips pini (Coleoptera:
Scolytidae) to its aggregation pheromone: implications for pest
management and ecology of bark beetles. Agricultural and Forest
Entomology 5, 269–274.
Fady B, Arbez M, Marpeau A. 1992. Geographic variability of
terpene composition in Abies cephalonica Loudon and Abies species
around the Aegean: hypotheses for their possible phylogeny from the
Miocene. Trees—Structure and Function 6, 162–171.
Falconer DS, Mackay TFC. 1996. Introduction to quantitative
genetics. New York: Longman Scientific and Technical.
Franceschi V, Krekling T, Christiansen E. 2002. Application of
methyl jasmonate on Picea abies (Pinaceae) stems induces defense-
related responses in phloem and xylem. American Journal of Botany
89, 578–586.
Gijzen M, Lewinsohn E, Savage T, Croteau R. 1993. Conifer
monoterpenes. In: Teranishi R, Buttery R, Sugisawa H, eds. Bioactive
volatile compounds from plants, Vol. 525. Washington, DC: ACS
Symposium Series, 8–22.
Genetic variation and plasticity of leaf volatile terpenes in P. pinaster | 4445
Heijari J, Nerg A-M, Kainulainen P, Viiri H, Vuorinen M,
Holopainen JK. 2005. Application of methyl jasmonate reduces
growth but increases chemical defence and resistance against
Hylobius abietis in Scots pine seedlings. Entomologia Experimentalis et
Applicata 115, 117–124.
Heil M. 2008. Indirect defence via tritrophic interactions.
New Phytologist 178, 41–61.
Heyworth CJ, Iason GR, Temperton V, Jarvis PG, Duncan AJ.
1998. The effect of elevated CO2 concentration and nutrient supply on
carbon-based plant secondary metabolites in Pinus sylvestris L.
Oecologia 115, 344–350.
Hilker M, Kobs C, Varama M, Schrank K. 2002. Insect egg
deposition induces Pinus to attract egg parasitoids. Journal of
Experimental Biology 205, 455–461.
Holopainen JK, Heijari J, Nerg A-M, Vuorinen M, Kainulainen P.
2009. Potential for the use of exogenous chemical elicitors in disease
and insect pest management of conifer seedling production. The Open
Forest Science Journal 2, 17–24.
Huber DP, Ralph S, Bohlmann J. 2004. Genomic hardwiring and
phenotypic plasticity of terpenoid-based defenses in conifers. Journal
of Chemical Ecology 30, 2399–2418.
Huber DPW, Philippe RN, Madilao LL, Sturrock RN,
Bohlmann J. 2005. Changes in anatomy and terpene chemistry in
roots of Douglas-fir seedlings following treatment with methyl
jasmonate. Tree Physiology 25, 1075–1083.
Jactel H, Kleinhentz M, Marpeau-Bezard A, Marion-Poll F,
Menassieu P, Burban C. 1996. Terpene variations in maritime pine
constitutive oleoresin related to host tree selection by Dioryctria
sylvestrella Ratz. (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Chemical Ecology
22, 1037–1050.
Kainulainen P, Holopainen J, Paloma¨ki V, Holopainen T. 1996.
Effects of nitrogen fertilization on secondary chemistry and
ectomycorrhizal state of Scots pine seedlings and on growth of grey
pine aphid. Journal of Chemical Ecology 22, 617–636.
Kainulainen P, Utriainen J, Holopainen JK, Oksanen J,
Holopainen T. 2000. Influence of elevated ozone and limited nitrogen
availability on conifer seedlings in an open-air fumigation system:
effects on growth, nutrient content, mycorrhiza, needle ultrastructure,
starch and secondary compounds. Global Change Biology 6,
345–355.
Koricheva J, Larsson S, Haukioja E, Keinanen M. 1998.
Regulation of woody plant secondary metabolism by resource
availability: hypothesis testing by means of meta-analysis. Oikos 83,
212–226.
Krokene P, Nagy NE, Solheim H. 2008. Methyl jasmonate and
oxalic acid treatment of Norway spruce: anatomically based defense
responses and increased resistance against fungal infection. Tree
Physiology 28, 29–35.
Lindgren BS, Nordlander G, Birgersson G. 1996. Feeding
deterrence of verbenone to the pine weevil, Hylobius abietis (L.) (Col.,
Curculionidae). Journal of Applied Entomology 120, 397–403.
Littell RC, Milliken GA, Stroup WW, Wolfinger R,
Schabenberger O. 2006. SAS system for mixed models, 2nd edn.
Cary, NC: SAS Institute.
Litvak ME, Monson RK. 1998. Patterns of induced and constitutive
monoterpene production in conifer needles in relation to insect
herbivory. Oecologia 114, 531–540.
Lombardero MJ, Ayres MP, Lorio PL, Ruel JJ. 2000.
Environmental effects on constitutive and inducible resin defences of
Pinus taeda. Ecology Letters 3, 329–339.
Llusia J, Pen˜uelas J. 2001. Emission of volatile organic compounds
by apple trees under spider mite attack and attraction of predatory
mites. Experimental and Applied Acarology 25, 65–77.
Martin D, Tholl D, Gershenzon J, Bohlmann J. 2002. Methyl
jasmonate induces traumatic resin ducts, terpenoid resin biosynthesis,
and terpenoid accumulation in developing xylem of Norway spruce
stems. Plant Physiology 129, 1003–1018.
Martin DM, Gershenzon J, Bohlmann J. 2003. Induction of volatile
terpene biosynthesis and diurnal emission by methyl jasmonate in
foliage of Norway spruce. Plant Physiology 132, 1586–1599.
Martı´ns P, Sampedro L, Moreira X, Zas R. 2009. Nutritional status
and genetic control of phenotypic plasticity to nutrient availability in
Pinus pinaster. A multisite field study in NW Spain. Forest Ecology and
Management 258, 1429–1436.
Moreira X, Sampedro L, Zas R. 2009. Defensive responses of
Pinus pinaster seedlings to exogenous application of methyl-
jasmonate: concentration effect and systemic response.
Environmental and Experimental Botany 67, 94–100.
Moreira X, Sampedro L, Zas R, Solla A. 2008. Alterations of the
resin canal system of Pinus pinaster seedlings after fertilization of
a healthy and of a Hylobius abietis attacked stand. Trees 22, 771–777.
Mumm R, Hilker M. 2006. Direct and indirect chemical defence of
pine against folivorous insects. Trends in Plant Science 11, 351–358.
Mumm R, Tiemann T, Schulz S, Hilker M. 2004. Analysis of
volatiles from black pine (Pinus nigra): significance of wounding and
egg deposition by a herbivorous sawfly. Phytochemistry 65,
3221–3230.
Mutikainen P, Walls M, Ovaska J, Keinanen M, Julkunen-
Tiitto R, Vapaavuori E. 2000. Herbivore resistance in Betula
pendula: effect of fertilization, defoliation, and plant genotype. Ecology
81, 49–65.
Nault JR, Manville JF, Sahota TS. 1999. Spruce terpenes:
expression and weevil resistance. Canadian Journal of Forest
Research 29, 761–767.
O’Reilly-Wapstra JM, Iason GR, Thoss V. 2006. The role of genetic
and chemical variation of Pinus sylvestris seedlings in influencing slug
herbivory. Oecologia 152, 82–91.
Ohnmeiss TE, Baldwin IT. 2000. Optimal defense theory predicts
the ontogeny of an induced nicotine defense. Ecology 81, 1765–1783.
Ormen˜o E, Baldy V, Ballini C, Fernandez C. 2008. Production and
diversity of volatile terpenes from plants on calcareous and siliceous
soils: effect of soil nutrients. Journal of Chemical Ecology 34,
1219–1229.
Pen˜uelas J, Estiarte M. 1998. Can elevated CO2 affect secondary
metabolism and ecosystem function? Trends in Ecology and Evolution
13, 20–24.
4446 | Sampedro et al.
Pen˜uelas J, Llusia J. 2001. The complexity of factors driving volatile
organic compound emissions by plants. Biologia Plantarum 44,
481–487.
Pen˜uelas J, Llusia J. 2003. BVOCs: plant defense against climate
warming? Trends in Plant Science 8, 105–109.
Pen˜uelas J, Llusia J. 2004. Plant VOC emissions: making use of the
unavoidable. Trends in Ecology and Evolution 19, 402–404.
Pen˜uelas J, Llusia J, Estiarte M. 1995. Terpenoids: a plant
language. Trends in Ecology and Evolution 10, 289.
Pen˜uelas J, Staudt M. 2010. BVOCs and global change. Trends in
Plant Science 15, 133–144.
Phillips MA, Croteau RB. 1999. Resin-based defenses in conifers.
Trends in Plant Science 4, 184–190.
Pureswaran DS, Gries R, Borden JH. 2004. Quantitative variation in
monoterpenes in four species of conifers. Biochemical Systematics
and Ecology 32, 1109–1136.
Raffa KF. 2001. Mixed messages across multiple trophic levels: the
ecology of bark beetle chemical communication systems.
Chemoecology 11, 49–65.
Schurgers G, Arneth A, Holzinger R, Goldstein A. 2009. Process-
based modelling of biogenic monoterpene emissions combining
production and release from storage. Atmospheric Chemistry and
Physics Discussions 9, 271–307.
Stamp N. 2003. Out of the quagmire of plant defense hypotheses.
The Quarterly Review of Biology 78, 23–55.
Thoss V, Byers JA. 2006. Monoterpene chemodiversity of ponderosa
pine in relation to herbivory and bark beetle colonization.
Chemoecology 16, 51–58.
Tomlin ES, Borden JH, Pierce HD. 1997. Relationship between
volatile foliar terpenes and resistance of Sitka spruce to the white pine
weevil. Forest Science 43, 501–508.
Trapp S, Croteau R. 2001. Defensive resin biosynthesis in conifers.
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 52,
689–724.
Turtola S, Manninen AM, Holopainen JK, Levula T, Raitio H,
Kainulainen P. 2002. Secondary metabolite concentrations and
terpene emissions of Scots pine xylem after long-term forest
fertilization. Journal of Environmental Quality 31, 1694–1701.
Van Dam NM, De Jong TJ, Iwasa Y, Kubo T. 1996. Optimal
distribution of defences: are plants smart investors? Functional
Ecology 10, 128–136.
Viiri H, Annila E, Kitunen V, Niemela P. 2001. Induced responses in
stilbenes and terpenes in fertilized Norway spruce after inoculation
with blue-stain fungus. Ceratocystis polonica. Trees—Structure and
Function 15, 112–122.
Wainhouse D, Ashburner R, Ward E, Rose J. 1998. The effect of
variation in light and nitrogen on growth and defence in young Sitka
Spruce. Functional Ecology 12, 561–572.
Wainhouse D, Staley JT, Jinks R, Morgan G. 2008.
Growth and defence in young pine and spruce and the
expression of resistance to a stem-feeding weevil. Oecologia 158,
641–650.
Walinga I, Van Der Lee J, Houba VJG. 1995. Plant analysis manual.
Dordrecht, The Netherlands: Kluwer Academic Publishing.
Zangerl AR, Bazzaz FA. 1992. Theory and pattern in plant defense
allocation. In: Fritz R, Simms E, eds. Plant resistance to herbivores and
pathogens, ecology, evolution and genetics. Chicago, IL: University of
Chicago Press, 363–391.
Zangerl AR, Berenbaum MR. 1987. Furanocoumarins in wild
parsnip: effects of photosynthetically active radiation, ultraviolet
radiation, and nutrients. Ecology 68, 516–520.
Zangerl AR, Rutledge CE. 1996. Probability of attack and patterns
of constitutive and induced defense: a test of optimal defense theory.
American Naturalist 147, 599–608.
Zas R, Sampedro L, Moreira X, Martı´ns P. 2008. Effect of
fertilization and genetic variation on susceptibility of Pinus radiata
seedlings to Hylobius abietis damage. Canadian Journal of Forest
Research 38, 63–72.
Zas R, Sampedro L, Prada E, Lombardero MJ, Ferna´ndez-
Lo´pez J. 2006. Fertilization increases Hylobius abietis L. damage in
Pinus pinaster Ait. seedlings. Forest Ecology and Management 222,
137–144.
Zeneli G, Krokene P, Christiansen E, Krekling T, Gershenzon J.
2006. Methyl jasmonate treatment of mature Norway spruce
(Picea abies) trees increases the accumulation of terpenoid
resin components and protects against infection by Ceratocystis
polonica, a bark beetle-associated fungus. Tree Physiology 26,
977–988.
Zou J, Cate RG. 1995. Foliage constituents of douglas fir
(Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco): Their seasonal variation and
potential role in douglas fir resistance and silviculture management.
Journal of Chemical Ecology 21, 387–402.
Genetic variation and plasticity of leaf volatile terpenes in P. pinaster | 4447
 
